The NF-κB Pathway Integrates Gene Biomarkers in Metal-Exposed Children by Patel, Rhea
A b s t r a c t
T h e N F - k B P a th w a y I n t e g r a t e s G e n e B i o m a r k e r s i n M e t a l - E x p o s e d C h i l dr e n
(U n d e r t h e D i r e c t i o n o f D r R e b e c c a C . F r y )
T h e d e t r im e n t a l h e a lt h e f fe c t s o f m e t a l e x p o s u r e i n c h i l d r e n a r e w e l l e s t a b l i s h e d , y e t s p e c i fi c
m e c h a n i s m s o f m e t a l - i n d u c e d t o x i c it y a r e n o t c l e a r l y u n d e r s t o o d . T o i n c r e a s e o u r u n d e r s t a n d i n g
o f t h e b i o l o g i c a l p a t h w a y s t h a t a r e p e r t u r b e d b y m e t a l e x p o s u r e , w e a s s e s s e d g e n o m e - w i d e ,
m e t a l - a s s o c i a t e d t r a n s c r i p t i o n a l a l t e r a t i o n s i n 13 1 c h i l d r e n f r o m D e t r o i t , M i c h i g a n . S p e c i f i c a l l y ,
t h e r e l a t i o n s h i p b e tw e e n e x p o s u r e t o a r s e n i c , c a d m i u m , c h r o m i u m , a n d m e r c u r y , a s m e a s u r e d i n
f i n g e r n a i l s a m p l e s , a n d g e n e e x p r e s s i o n l e v e l s w a s a s s e s s e d u s i n g a m u l t i p l e l i n e a r r e g r e s s i o n
m o d e l . T h e t r a n s c r i p t i o n a l l e v e l s o f 12 , 1 7 2 , 1 5 , a n d 3 2 g e n e s s h o w e d s i g n i f i c a n t a s s o c i a t i o n
w i t h a r s e n i c
,
c a dm i u m
,
c hr o m i u m
,
a n d m e r c u r y l e v e l s , r e s p e c t i v e l y . T h e s e m e t a l - a s s o c i a t e d
g e n e b i o m a r k e r s w e r e a lm o s t e n t i r e l y d i s t i n c t . W h i l e t h e r e w a s l i t t l e o v e r l a p b e t w e e n g e n e s e t s ,
n e t w o r k a n a l y s i s r e v e a l e d th a t t h e N F - k B p a t h w a y w a s c o m m o n l y e n r i c h e d a m o n g a l l m e t a l -
a s s o c i a t e d g e n e e x p r e s s i o n s i g n a t u r e s . T h e s e r e s u l t s d e m o n s t r a t e t h a t a l l o f t h e i n v e s t i g a t e d
m e t a l e x p o s u r e s a r e s i g n i f i c a n t l y a s s o c i a t e d w it h k e y s i g n a l i n g p a t h w a y s i n v o l v e d i n
i n f l am m a t i o n a n d c e l l p r o l i f e r a t i o n . F u r t h e r e x a m i n a t i o n o f t h e h e a l t h e f f e c t s o f s e v e r a l m e t a l
e x p o s u r e s i n c h i l d r e n t h e r e f o r e i s n e e d e d .
A c k n o w l e d g e m e n t s
I w o u l d l i k e t o t h a n k m y a d v i s o r , D r . R e b e c c a C . F r y , f o r h e r d i r e c t i o n a n d s u p p o r t t hr o u g h o u t
t h e y e a r . I a p p r e c i a t e h e r w i l l i n g n e s s t o t a k e m e o n a s a o n e
-
y e a r M a s t e r
'
s s t u d e n t a n d f o r
w e l c o m i n g m e i n t o h e r l a b . H e r i n s i gh t , d i r e c t i o n , a n d a b i l i t y t o b o t h c h a l l e n g e a n d m o t i v a t e m e
t o t h i n k d e e p l y a b o u t t h e s u bj e c t m a t t e r h a v e h e l p e d m e d e v e l o p a g r e a t e r a p p r e c i a t i o n f o r
s c i e n c e .
I a m g r a t e f u l t o m y l a b m a t e s , J u l i a E . R a g e r a n d A l i s o n P . Sa n d e r s , f o r t h e i r m e n t o r s h i p a n d
f r i e n d s h i p t h r o u g h o u t t h i s y e a r . T h e y d e v o t e d m a n y h o u r s t o t r a i n m e o n n e w c o m p u t a t i o n a l
m e t h o d s
,
a n d th e i r g u i d a n c e w a s e x t r e m e l y v a l u a b l e i n c o n d u c t i n g t h i s r e s e a r c h . I w o u l d a l s o
l i k e t o t h a n k o u r l a b m a n a g e r a n d R e s e a r c h Sp e c i a l i s t , L i s a S m e e s t e r , w h o h e l p e d p l a n a n d
o v e r s e e l a b o r a t o r y e x p e r im e n t s .
I w o u l d l i k e t o t h a n k D r . J a n e E . G a l l a g h e r a n d e v e r y o n e e l s e i n v o l v e d i n t h e M e c h a n i s t i c
I n d i c a t o r s o f C h i l d h o o d A s t hm a (M I C A ) s t u d y f o r a l l o w i n g m e t o u t i l i z e t h e i r im m e n s e l y
v a l u a b l e d a t a s e t .
T h a n k y o u t o m y c o m m i t t e e m e m b e r s . D r . Ja n e E . G a l l a gh e r a n d D r . L o u i s e M . B a l l , f o r t h e i r
s u g g e s t i o n s , w h i c h w e r e e s s e n t i a l i n p r o d u c i n g th e c o n t e n t i n t h i s t h e s i s .
L a s t l y , I a m g r a t e f u l t o m y p a r e n t s , Sm i t a a n d D e h e s h P a t e l , m y s i s t e r , P r e s h a P a t e l , a n d m y
f r i e n d s f o r t h e i r c o n t i n u e d e n t h u s i a s m a n d e n c o u r a g e m e n t .
H I
T a b l e o f C o n t e n t s
1 . I n t r o d u c t i o n 1
1 1 Me c h a n i s t i c I n d i c a t o r s o f C h i l d h o o d A s th m a S t u d y 1
1 2 E n v i r o n m e n t a l E x p o s u r e t o A r s e n i c , C a d m i u m , C h r o m iu m , a n d M e r c u r y 1
2 . M e t h o d s 3
2 1 S t u d y P o p u l a t i o n 3
2 2 F i n g e r n a i l C o l l e c t i o n a n d Me t a l M e a s u r e m e n t 4
2 3 Wh o l e B l o o d G e n e E x p r e s s i o n A n a ly s i s 5
2 4 S t a t i s t i c a l A n a ly s e s : A s s e s s i n g A s s o c i a t i o n b e t w e e n N a i l M e t a l s L e v e ls a n d G e n e E x p r e s s i o n
L e v e ls 6
2 5 N e t w o r k A n a ly s i s a n d E n r i c h e d B i o l o g i c a l F u n c t i o n s 7
2 6 Tr a n s c r ip t i o n F a c t o r B in d in g S i t e A n a ly s i s 8
3 . 0 R e s u l t s 9
3 1 D e m o g r a p h i c s o f t h e C h i ld C o h o r t 9
3 2 A s s e s s i n g Me t a l E x p o s u r e i n C h i l d r e n 1 0
3 3 I d e n t if i c a t i o n o f Me t a l - A s s o c i a t e d G e n e S e t s 1 1
3 4 C o m p a r i s o n o f G e n e B i o m a r k e r s A c r o s s H u m a n P o p u l a t i o n s 1 3
3 5 C o m p a r i s o n o f G e n e B i o m a r k e r s A c r o s s O t h e r H u m a n a n d A n i m a l S t u d i e s 1 6
3 6 M e t a l - Mo d u l a te d M o l e c u l a r N e t w o r k s A s s o c ia t e d w i t h I n f l a m m a t i o n - R e l a t e d S ig n a l i n g P a t hw a y s
1 7
3 7 T r a n s c r ip t i o n F a c t o r s A s s o c i a t e d w i t h t h e M e t a l - Mo d u l a t e d G e n e B i o m a r k e r s 1 8
3 8 NF - k B S ig n a l i n g P a t hw a y A l t e r e d by M u l t ip l e Me t a l s 1 9
4 . 0 D i s c u s s i o n 2 2
4 1 M e t a l s I n d u c e L a r g e ly D i s t i n c t G e n e B i o m a r k e r s 2 3
4 2 M e t a l - A s s o c i a t e d G e n e B i o m a r k e r s L i k e ly P o p u la t i o n Sp e c if i c 2 4
4 3 N F - k B S ig n a l i n g P a t hw a y I n t e g r a t e s M e t a l - A s s o c ia t e d G e n e B i o m a r k e r s 2 7
5
.
0 C o n c l u s i o n 3 1
6
. 0 F u n d i n g 3 2
7 . 0 R e f e r e n c e s 3 3
8 . 0 A p p e n d i x 3 7
8 1 D iff e r e n t ia l ly E x p r e s s e d M e t a l - M o d u l a t e d a n d A s t hm a - M o d u l a t e d G e n e s 3 7
8 2 S ig n if i c a n t Mo l e c u l a r N e t w o r k s 4 5
8 3 E n r i c h e d B io l o g i c a l F u n c t i o n s a n d D is e a s e s 4 9
8 4 Tr a n s c r ip t i o n F a c t o r s 6 6
I V
L i s t o f T a b l e s
T a b l e 1 : Su bj e c t C h a r a c t e ri s t i c s 9
T a b l e 2 : D e s c ri p t i v e St a t i s t i c s o f M e t a l L e v e l s 10
T a b l e 3 : G e n e s M o d u l a t e d by M e t a l E x p o s u r e a n d A s t h m a 1 1
T a b l e 4 : C o m p a r i s o n o f M e t a l - M o d u l a t e d G e n e s f r o m H u m a n a n d A n im a l St u d i e s 1 5
L i s t o f F i g u r e s
F i g u r e 1 : H e a t m a p o f 2 2 9 g e n e s m o du l a t e d b y m e t a l e x p o s u r e 1 2
F i g u r e 2 : N F - k B p a th w a y c e n t r a l t o m e t a l - a s s o c i a t e d g e n e b i o m a r k e r s f o r a r s e n i c , c a d m i u m ,
c h r o m i u m , a n d m e r c u r y 2 0
V I
1 . I n t r o d u c t i o n
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M I C A s t u d y p r o v i d e d a u n i q u e o p p o r t u n i t y t o e x a m i n e t h e g e n o m i c e f f e c t s o f c h i l dr e n
'
s
e x p o s u r e t o m e t a l s f o r w h i c h fi n g e r n a i l s h a v e b e e n w e l l e s t a b l i s h e d a s b i o m a r k e r s o f e x p o s u r e
[2 ] . St u d i e s h a v e s h o w n th e u t i l i t y o f n a i l s a s i n d i c a t o r s o f e x p o s u r e t o m e t a l s , p a r t i c u l a r l y
a r s e n i c [3 , 4 , 5 , 6 , 7 , 8 , 9 , 10 , 1 1] , c a dm i u m [8 , 1 2 ] , c h r o m i u m [8 , 12 ] , a n d m e r c u r y [ 10 , 13 , 14 , 15 ] , a n d
h a v e e s t a b l i s h e d t h e v a l i d i t y o f n a i l s a s b i o m a r k e r s o f e x p o s u r e t o a r s e n i c [ 1 1] , c a d m i u m [16 ] ,
c h r o m i u m [ 17 ] , a n d m e r c u r y [ 15 ] w h e n c o m p a r e d t o o t h e r m a t r i c e s (i . e . h a i r , u r i n e , b l o o d , e t c . ) .
1 2 E n v i r o n m e n t a l E x p o s u r e t o A r s e n i c , C a dm i u m , C h r o m i u m , a n d Me r c u r y
E x p o s u r e t o a r s e n i c , c a d m i u m , c h r o m i u m , a n d m e r c u r y c a n r e s u l t i n a d v e r s e h e a l t h e f f e c t s i n
c h i l d r e n a n d a d u l t s [ 1 8 , 19, 2 0 , 2 1 ] . T h e s e m e t a l s a r e p e r s i s t e n t i n t h e e n v i r o n m e n t , o c c u r r i n g b o t h
n a t u r a l l y a n d a s a r e s u l t o f i n d u s t r i a l o r m a n u f a c t u r i n g p r o c e s s e s [ 18 , 19 , 2 0 , 2 1] a n d m o b i l e
s o u r c e e m i s s i o n s [2 2 ] . Sp e c i fi c a l l y , e x p o s u r e t o t h e s e m e t a l s c a n o c c u r t h r o u gh i n h a l a t i o n o f
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b l a d d e r c a n c e r s [2 3 ] . B o t h c a dm i u m a n d c h r o m i u m (V I ) a c c u m u l a t e in t h e k i d n e y s [2 4 ] a n d
h a v e b e e n l i n k e d t o l u n g c a n c e r [ 2 3 ] . T h e n e u r o t o x i c a n d d e v e l o p m e n t a l e f f e c t s o f m e r c u r y h a v e
b e e n w e l l d o c u m e n t e d a n d o c c u r a s a r e s u l t o f a c c u m u l a t i o n i n b r a i n t i s s u e s [2 1 ] .
A l t h o u g h t h e e x a c t p a t h o p h y s i o l o g i c a l m e c h a n i s m s l e a d i n g t o t h e s e a d v e r s e o u t c o m e s a r e
l a r g e l y u n k n o w n , t h e r e a r e v a r i o u s p r o p o s e d m o d e s o f a c t i o n f o r t h e t o x i c i t y o f e a c h o f t h e s e
m e t a l s t h a t i n c l u d e i n h i b i t i o n o f D N A r e p a i r , e p i g e n e t i c a lt e r a t i o n s , m o d u l a t i o n o f e n z y m a t i c
a c t iv i t y , a n d g e n e r a t i o n o f o x i d a t i v e s t r e s s . E v a l u a t i n g t h e e f f e c t s o f m e t a l s o n g e n e e x p r e s s i o n
i n b l o o d c a n f u r t h e r e l u c i d a t e t h e v a r i e d m e c h a n i s m s b y w h i c h t h e s e m e t a l s in du c e b i o l o g i c a l
r e s p o n s e s . I n a d d i t i o n , i t i s p o s s i b l e t h a t t h e e x p r e s s i o n l e v e l s o f s p e c i f i c g e n e s c a n a c t a s
b i o m a r k e r s o f m e t a l e x p o s u r e [ 5 ] . P r e v i o u s s t u di e s h a v e i n v e s t i g a t e d t h e e f fe c t o f m e t a l s o n g e n e
e x p r e s s i o n , a n d s e v e r a l s t u d i e s h a v e u s e d g e n o m i c p r o f i l i n g i n p e r i p h e r a l b l o o d t o e x a m i n e
g e n o m e - w i d e , m e t a l - a s s o c i a t e d t r a n s c r i p t i o n a l r e s p o n s e s i n h u m a n p o p u l a t i o n s [ 3 , 5 , 2 6 , 2 7 ] . T o
o u r k n o w l e d g e , n o s t u d i e s h a v e i n v e s t i g a t e d g e n o m e - w i d e t r a n s c r i p t i o n a l a l t e r a t i o n s i n h u m a n s
e x p o s e d t o c a d m i u m o r c hr o m i u m . H e r e , w e e x a m i n e t h e r e l a t i o n s h i p b e t w e e n e x p o s u r e t o
a r s e n i c
,
c a d m i u m
,
c hr o m iu m
,
a n d m e r c u r y a n d g e n e e x p r e s s i o n l e v e l s i n 13 1 c h i l d r e n
p a r t i c i p a t i n g i n M I C A s t u d y [ 1] . W e i d e n t i fy g e n e b i o m a r k e r s r e l a t e d t o t h e f o u r m e t a l
e x p o s u r e s a n d c h a r a c t e r i z e t h e s i g n a l i n g p a t h w a y s a s s o c i a t e d w i t h t h e m e t a l - i n d u c e d
t r a n s c r i p t i o n a l a l t e r a t i o n s .
2 . M e t h o d s
2 . / S t u d y P o p u l a t i o n
T o i n v e s t i g a t e t h e r e l a t i o n s h i p s b e t w e e n e n v i r o n m e n t a l e x p o s u r e s , g e n e t i c s u s c e p t i b i l i t y , a n d
h e a lt h o u t c o m e s , t h e M I CA s t u d y r e c r u i t e d 2 0 5 a s t hm a t i c a n d n o n - a s t hm a t i c c h i l d r e n a g e d 9 - 14
[ 1] . S t u dy p a r t i c i p a n t s l i v e d i n D e t r o i t , D e a r b o r n , H i gh l a n d P a r k , o r H a m t r a m c k , M I a n d w e r e
s e r v e d b y th e H e n r y F o r d H e a l t h Sy s t e m (H FH S ) [ 1] . Si t e s e l e c t i o n o f t h e D e t r o i t a r e a w a s
p a r t i a l l y d u e t o W a y n e C o u n t y , M I r a n k i n g in t h e t o p 10% o f U . S . c o u n t i e s w i t h h i gh l e v e l s o f
c r i t e r i a a i r p o l l u t a n t s a n d o t h e r a i r t o x i c s T h e s it e l o c a t i o n h a d t h e a d d i t i o n a l b e n e f i t o f
c o m p l e m e n t i n g o t h e r E PA s t u d i e s i n t h e D e t r o i t a r e a , i n c l u d i n g t h e D e t r o i t E x p o s u r e a n d
A e r o s o l R e s e a r c h St u d y [2 8 ] a n d t h e D e t r o i t C h i l dr e n
'
s H e a l t h S t u dy [2 9 ] . D e t a i l e d d e s c r i p t i o n s
o f s u bj e c t e n r o l lm e n t a n d s e l e c t i o n c r it e r i a a r e a d d r e s s e d i n G a l l a g h e r e t a l [ 1 ] .
T h e s t u dy s u bj e c t r e c r u i tm e n t o c c u r r e d d u r i n g a t e n - w e e k p e r i o d (O c t o b e r 2 5 , 2 0 0 6 t o J a n u a r y 6 ,
2 0 0 7 ) d u r i n g w h i c h a v a r i e t y o f e n v i r o n m e n t a l m e a s u r e s a n d c l i n i c a l h e a l t h o u t c o m e i n d i c a t o r s
w e r e e v a l u a t e d a t H FH S . H F H S s t a f f a d m i n i s t e r e d s u r v e y s t o g a t h e r c h i l d r e n
'
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h e a l t h i n f o r m a t i o n
,
i n c l u d i n g a g e , e t h n i c i t y , a n d a s t hm a s t a t u s , a n d c o l l e c t e d c l i n i c a l
m e a s u r e m e n t s , s u c h a s h e i g h t , w e i g ht , b l o o d p r e s s u r e , u r i n e a n d b l o o d s a m p l e s , n a i l
m e a s u r e m e n t s
,
e t c . A s t hm a s t a t u s w a s c l a s s i f i e d a s c h i l d r e n w i t h p r e v i o u s h i s t o r y o f p h y s i c i a n -
d i a g n o s e d a s t hm a . P e r i p h e r a l b l o o d m o n o n u c l e a r c e l l (P B M C) s a m p l e s w e r e u s e d fo r g e n e
e x p r e s s i o n a n a l y s i s a n d e x p o s u r e t o t w e l v e d i f f e r e n t m e t a l s (a r s e n i c , b e r y l l i u m , c a d m i u m ,
c h r o m i u m
,
c o p p e r , i r o n , m a n g a n e s e , m e r c u r y , l e a d , s e l e n i u m , v a n a d i u m , z i n c ) f o r e a c h s u bj e c t
w a s a s s e s s e d u s i n g f i n g e r n a i l s a m p l e s a s d e t a i l e d b e l o w . F r o m t h e 2 0 5 c h i l d r e n e n r o l l e d i n t h e
s t u d y , f i n g e r n a i l m e t a l s a m p l e s w e r e c o l l e c t e d f r o m 13 2 c h i l d r e n , g e n e e x p r e s s i o n p r o f i l i n g w a s
p e r f o r m e d f o r 19 5 c h i l d r e n , a n d a st h m a s t a t u s w a s a v a i l a b l e f o r 1 2 4 o f t h e 1 3 2 c h i l d r e n w i t h
f i n g e r n a i l m e t a l m e a s u r e m e n t s T h e r e w e r e 13 1 c h i l d r e n w i t h b o t h f i n g e r n a i l m e t a l a n d g e n e
e x p r e s s i o n d a t a a n d 12 4 c h i l d r e n w i t h b o t h a s t h m a s t a t u s a n d g e n e e x p r e s s i o n da t a .
T h i s s t u d y w a s a p p r o v e d b y t h e I n s t i t u t i o n a l R e v i e w B o a r d a t t h e H e n r y F o r d H e a l t h Sy s t e m
(D e t r o i t , M I ) , W e s t a t I n c (R o c k v i l l e , M D ) , t h e U n i v e r s i t y o f N o r t h C a r o l i n a a t C h a p e l H i l l
(C h a p e l H i l l , N C ) , a n d t h e U . S . E P A
'
s H u m a n Su bj e c t s
'
R e s e a r c h R e v i e w O f f i c i a l (I R B N o . 0 5 -
E P A - 2 6 3 7) . W e o b t a i n e d i n f o r m e d w r i t t e n c o n s e n t f r o m t h e n e x t o f k i n , c a r e g i v e r s , o r
g u a r d i a n s o n t h e b e h a l f o f m i n o r s / c h i l d r e n p a r t i c ip a n t s i n v o l v e d i n o u r s t u d y .
2 . 2 F i n g e r n a i l C o l l e c t i o n a n d Me t a l Me a s u r e m e n t
Ch i l d r e n w e r e a s k e d t o p r o v i d e f i n g e r n a i l s a m p l e s d u r i n g t h e i r c l i n i c a l v i s i t s t o H F H S, a s
d e s c r i b e d i n G a l l a g h e r e t a l . [ 1] . P r i o r t o c h e m i c a l a n a l y s i s , e a c h f i n g e r n a i l s a m p l e w a s c l e a n e d
t o r e m o v e e x t e r n a l d e b r i s a n d t r a c e m e t a l s o n t h e n a i l s u r f a c e u s i n g d o u b l e d i s t i l l e d w a t e r
s o n i c a t i o n f o l l o w e d by a c e t o n e t r e a tm e n t . T h e f i n g e r n a i l s w e r e p l a c e d i n a s t e r i l e h o o d t o dr y
o v e r n i g h t a t r o o m t e m p e r a t u r e . C l e a n f i n g e r n a i l s a m p l e s w e r e s t o r e d a t r o o m t e m p e r a t u r e i n
E p p e n d o r f t u b e s (E p p e n d o r f , N e w Y o r k , N Y ) a n d d e l i v e r e d t o R e s e a r c h T r i a n g l e In s t i t u t e (R T I ,
R e s e a r c h T r i a n g l e P a r k , N C ) f o r c h e m i c a l a n a ly s i s .
F in g e r n a i l s w e r e c h e m i c a l l y e x t r a c t e d u s i n g a m o d i f i e d v e r s i o n o f M e t h o d 3 0 5 0B [3 0 ] . E a c h
f i n g e r n a i l s a m p l e w a s s p i k e d w i t h 10 |j L o f 1 0 0 0 p p m g o l d s t o c k s o l u t i o n t o r e t a i n m e r c u r y f o r
m e a s u r e m e n t . A ft e r a d d i n g 0 . 5 m L H N O 3 , 0 . 1 m L H C l , a n d 1 m L d e i o n i z e d w a t e r , t h e s a m p l e s
w e r e h e a t e d a t 9 5 ° C l o o s e l y c a p p e d t o a l l o w f o r r e f lu x f o r o n e h o u r . Sa m p l e s w e r e t h e n c o o l e d ,
1 m L o f 3 0% hy d r o g e n p e r o x i d e w a s a d d e d , a n d s a m p l e s w e r e a g a i n h e a t e d a t 9 5
° C f o r a n
a d d i t i o n a l 15 m i n u t e s . T h e s a m p l e s w e r e b r o u g ht t o a fi n a l v o l u m e o f l Om L u s i n g d e i o n i z e d
w a t e r a n d w e r e m i x e d b y v o r t e x i n g . Sa m p l e s w e r e a n a l y z e d f o r t o t a l m e t a l c o n c e n t r a t i o n s u s i n g
a T h e r m o X - S e r i e s I I I n d u c t i v e l y C o u p l e d P l a sm a - M a s s Sp e c t r o m e t r y w i t h d u a l g a s c o l l i s i o n
c e l l . T h e L i m i t o f D e t e c t i o n (L O D ) v a r i e d f o r e a c h fi n ge r n a i l s a m p l e b a s e d o n t h e a v a i l a b l e
s a m p l e m a s s f r o m e a c h s u bj e c t . Sa m p l e s b e l o w t h e L O D w e r e a s s i g n e d a v a l u e e q u a l t o t h e
L O D d i v i d e d b y V 2 [3 1 ] .
2 . 3 Wh o l e B l o o d G e n e E x p r e s s i o n A n a ly s i s
A 5 m l s a m p l e o f p e r i p h e r a l b l o o d c o l l e c t e d i n PA X g e n e b l o o d R N A t u b e s w a s u s e d f o r w h o l e
b l o o d g e n e e x p r e s s i o n a n a l y s i s , a s d e s c r i b e d i n G a l l a g h e r e t a l . [ 1] R N A w a s i s o l a t e d f r o m
P B M C s a m p l e s a n d e x t r a c t e d u s i n g t h e Qi a g e n P A X g e n e B l o o d R N A K i t w i t h D N A s e
t r e a t m e n t . R N A q u a l i t y w a s e v a l u a t e d u s i n g t h e A g i l e n t B i o a n a l y z e r (A g i l e n t T e c hn o l o g i e s ,
Sa n t a C l a r a
,
C A ) . T o t a l R N A w a s h y b r i d i z e d w i t h f o u r p e p t i d e n u c l e i c a c i d o l i g o n o m e r s t o f o r m
s t a b l e d u p l e x s t r u c t u r e s w i t h th e g l o b i n m R N A . T h i s p r o c e s s i n h i b i t e d g l o b a l c D N A s y n t h e s i s t o
r e d u c e t h e r e l a t i v e a m o u n t o f a n t i - s e n s e , b i o t i n - l a b e l e d c RN A c o r r e s p o n d i n g t o t h e h e m o g l o b i n
t r a n s c r i p t s a n d t o b l o c k th e p r o g r e s s i o n o f r e v e r s e t r a n s c r i p t a s e . T a r g e t c D N A w a s g e n e r a t e d
(E x p r e s s i o n A n a l y s i s , D u r h a m , N C ) a n d h y b r i d i z e d t o t h e A f fy m e t r i x G e n e Ch i p H u m a n U 13 3
P l u s 2 . 0 w h o l e g e n o m e a r r a y , w h i c h e x a m i n e s o v e r 4 7 , 0 0 0 t r a n s c r ip t s [ 1] . G e n e e x p r e s s i o n d a t a
w a s p r e - p r o c e s s e d u s i n g R o b u s t M u l t i - C h i p A v e r a g e (RM A ) n o r m a l i z a t i o n [ 3 2 ] a s i m p l e m e n t e d
i n R / B i o c o n d u c t o r [ 3 3 ] . A l l d a t a w e r e d e p o s i t e d i n t h e N a t i o n a l C e n t e r f o r B i o t e c h n o l o g y
I n f o r m a t i o n ' s G e n e E x p r e s s i o n O m n i b u s (G E O ) r e p o s i t o r y a n d a r e a v a i l a b l e u n d e r a c c e s s i o n n o .
G SE 3 5 5 7 1 .
2 4 S t a t i s t i c a l A n a l y s e s : A s s e s s i n g A s s o c i a t i o n b e t w e e n N a i l Me t a l s L e v e l s a n d G e n e
E x p r e s s i o n L e v e l s
A s e r i e s o f m u l t i p l e l i n e a r r e g r e s s i o n m o d e l s w e r e u s e d t o i d e n t i fy g e n e s w i t h e x p r e s s i o n le v e l s
t h a t w e r e a s s o c i a t e d w i t h l e v e l s o f a r s e n i c , c a dm i u m , c hr o m i u m , a n d m e r c u r y i n c h i l dr e n ,
c o r r e c t i n g f o r a g e a n d g e n d e r . C o m p l e t e m e t a l l e v e l a n d g e n e e x p r e s s i o n d a t a e x i s t e d f o r 13 1
s u bj e c t s . E a c h m i c r o a r r a y p r o b e s e t w a s r e g r e s s e d o n e a c h r e s p e c t i v e s e t o f m e t a l l e v e l s u s i n g t h e
f o l l o w i n g m o d e l :
w h e r e Y r e p r e s e n t s t h e n a t u r a l l o g - t r a n s f o r m e d e x p r e s s i o n v a l u e s f o r p r o b e s e t s j
= 1
, . . , 54 6 7 5
a n d X r e p r e s e n t e d th e s e t s o f n a i l m e t a l l e v e l s A: = 1, . . . , 4 f o r / = 1, . . . , 13 1 s u bj e c t s . I n t h i s m o d e l ,
t h e n u l l h y p o th e s i s /?2 = 0 w a s t e s t e d t o l o o k f o r a n a s s o c i a t i o n b e t w e e n m e t a l l e v e l s a n d g e n e
e x p r e s s i o n . I f s t r o n g e v i d e n c e e x i s t e d t o r e j e c t t h i s n u l l h y p o t h e s i s (p < 0 . 0 5 ) , t h e n t h e
r e l a t i o n s h i p b e t w e e n m e t a l l e v e l s a n d g e n e e x p r e s s i o n d e s e r v e d f u r t h e r i n v e s t i g a t i o n I n a d d i t i o n
t o t h e r e g r e s s i o n s t a t i s t i c , a f o l d c h a n g e (F C ) w a s c a l c u l a t e d f o r e a c h p r o b e s e t by d i v i d i n g t h e
a v e r a g e g e n e e x p r e s s i o n v a l u e a m o n g i n d i v i d u a l s w i t h h i g h e r m e t a l l e v e l s (> 7 5
' ' '
p e r c e n t i l e ) by
t h e a v e r a g e g e n e e x p r e s s i o n v a l u e am o n g i n d i v i d u a l s w i t h l o w e r m e t a l l e v e l s (< 2 5
' '^
p e r c e n t i l e ) .
A g e n e
- m e t a l r e l a t i o n s h ip w a s d e e m e d s i g n i f i c a n t \ f a p O . Q5 a n d a FC o f ± 1 . 3 w a s o b s e r v e d .
T o a s s e s s w h e t h e r a s t hm a - m o d u l a t e d g e n e s o v e r l a p p e d w i t h m e t a l - m o d u l a t e d g e n e s , a m u l t i p l e
l i n e a r r e g r e s s i o n m o d e l w a s u s e d :
Yj ^
= Pi + P2 (d i s e a s e s t a t u s ) i + P^ i a g e ) ^ + ^ ^ ( g e n d e r ^i + £ ; ,
w h e r e Y r e p r e s e n t s t h e n a t u r a l l o g
- t r a n s f o r m e d e x p r e s s i o n v a l u e s f o r p r o b e s e t s y = 1 , . . . , 5 4 6 7 5
f o r i = 1 , . . . , 1 2 4 s u bj e c t s w i t h a v a i l a b l e a s t hm a s t a t u s . I n t h i s m o d e l , t h e n u l l h y p o t h e s i s Pz — ^
w a s t e s t e d t o l o o k f o r a n a s s o c i a t i o n b e t w e e n a s t h m a s t a t u s a n d g e n e e x p r e s s i o n . I f s t r o n g
e v i d e n c e e x i s t e d t o r e j e c t t h i s n u l l h y p o t h e s i s (p < 0 . 0 5 ) , t h e n t h e r e l a t i o n s h i p b e t w e e n a s t h m a a n d
g e n e e x p r e s s i o n d e s e r v e d f u r t h e r i n v e s t i g a t i o n . A F C f o r e a c h p r o b e s e t w a s c a l c u l a t e d b y
d i v i d i n g t h e a v e r a g e g e n e e x p r e s s i o n v a l u e f o r a s t hm a t i c s v s . n o n - a s t h m a t i c s . A g e n e - a s t hm a
r e l a t i o n s h i p w a s d e e m e d s i g n i f i c a n t i f a / ?< 0 . 0 5 a n d a F C o f ± 1 . 3 w a s o b s e r v e d . A l l s t a t i s t i c a l
a n a ly s e s w e r e p e r f o r m e d u s i n g R V e r s i o n 2 . 13 (R F o u n d a t i o n f o r St a t i s t i c a l C o m p u t i n g , V i e n n a ,
A u s t r i a ) .
2 . 5 N e tw o r k A n a ly s i s a n d E n r i c h e d B i o l o g i c a l F u n c t i o n s
N e t w o r k a n a l y s i s w a s p e r f o r m e d u s i n g I n g e n u i t y P a t h w a y s A n a l y s i s (I n g e n u i t y ® Sy s t e m s ,
R e d w o o d C i t y , C A ), w h i c h c o n t a i n s a k n o w l e d g e b a s e o f p r o t e i n - p r o t e i n i n t e r a c t i o n s a n d
r e g u l a t o r y e v e n t s f r o m s c i e n t i f i c l i t e r a t u r e . U s i n g t h e I n g e n u i t y K n o w l e d g e B a s e , p r o t e i n
m o l e c u l e s e n c o d e d b y d i f f e r e n t i a l l y e x p r e s s e d g e n e s w e r e m a p p e d o n t o i n t e r a c t i n g m o l e c u l a r
n e t w o r k s . Si g n i f i c a n c e f o r e a c h g e n e r a t e d n e t w o r k w a s e v a l u a t e d u s i n g a F i s h e r
'
s e x a c t t e s t a n d
o n l y n e t w o r k s w i t h a / ' < 0 . 0 1 w e r e c o n s i d e r e d .
B i o l o g i c a l f u n c t i o n s t h a t w e r e e n r i c h e d a m o n g t h e p r o t e i n s e n c o d e d b y t h e m e t a l
- m o du l a t e d
g e n e s w e r e a l s o i d e n t i f i e d . S t a t i s t i c a l s ig n i f i c a n c e f o r t h e e n r i c hm e n t o f t h e s e b i o l o g i c a l
f u n c t i o n s w a s c a l c u l a t e d u s i n g th e r i g h t - t a i l e d F i s h e r
'
s e x a c t t e s t . O n l y b i o l o g i c a l f u n c t i o n s w i t h
a j ' < 0 . 0 5 w e r e e v a l u a t e d .
2 . 6 T r a n s c r ip t i o n F a c t o r B i n d i n g S i t e A n a ly s is
T o i d e n t i fy t r a n s c r i p t i o n f a c t o r s p r e d i c t e d t o r e g u l a t e t h e e x p r e s s i o n o f e a c h s e t o f m e t a l -
m o du l a t e d g e n e s , t r a n s c r i p t i o n f a c t o r b i n d i n g s i t e a n a l y s i s w a s p e r f o r m e d u s i n g E x p r e s s i o n
A n a ly z e r a n d D i s p l a y E R (E X P A N D E R) so ft w a r e v 5 . 1 [ 3 4 ] F o r e a c h m e t a l - m o d u l a t e d g e n e s e t ,
E X P A N D E R w a s u s e d t o i d e n t i fy s i g n i f i c a n t ly e n r i c h e d t r a n s c r i p t i o n f a c t o r b i n d i n g s i t e
s e q u e n c e s p o s i t i o n e d w i th i n t h e g e n e
'
s p r o m o t e r r e g i o n , a n a r e a l o c a l i z e d b e t w e e n 1 , 0 0 0 b a s e
p a i r s u p s t r e a m a n d 2 0 0 b a s e p a i r s d o w n s t r e a m o f t h e t r a n s c r i p t i o n s t a r t s i t e . T r a n s c r i p t i o n f a c t o r s
c o r r e s p o n d i n g t o e n r i c h e d b i n d i n g s i t e s f o r e a c h m e t a l - m o d u l a t e d g e n e s e t w e r e e v a l u a t e d b y
g e n e r a t i n g / »- v a l u e s r e p r e s e n t i n g t h e p r o b a b i l i t y o f o b t a i n i n g a n e q u a l o r g r e a t e r n u m b e r o f
m a t c h e d b i n d i n g s i t e s e q u e n c e s u s i n g a r a n d o m l y d r a w n s a m p l e o f t h e s a m e s i z e a s t h e i n p u t
s e q u e n c e s e t . St a t i s t i c a l s i g n i f i c a n c e f o r t r a n s c r i p t i o n f a c t o r b i n d i n g s i t e s w a s d e t e r m i n e d a t t h e
; 7 < 0 . 0 5 l e v e l .
3 . 0 R e s u l t s
5 1 D e m o g r a p h i c s o f t h e C hi ld C o h o r t
T h i s s t u d y e x a m i n e d t h e r e l a t i o n s h i p b e t w e e n e n v i r o n m e n t a l e x p o s u r e t o f o u r m e t a l s (i e .
a r s e n i c
,
c a d m i u m , c h r o m i u m , a n d m e r c u r y ) a n d g e n o m i c s i g n a l i n g am o n g 1 3 1 c h i l d r e n l i v i n g i n
t h e D e t r o i t
,
M I a r e a . T h e r e w e r e 7 8 m a l e a n d 5 3 f e m a l e c h i l d r e n i n t h e s t u d y p o p u l a t i o n (T a b l e
1 ) . T h e a v e r a g e a g e o f f e m a l e s ( 1 1 . 6 8 ± 1 . 2 4 y e a r s ) , m a l e s ( 1 1 . 8 3 ± 1 . 2 3 y e a r s ) a n d a l l s u bj e c t s
( 1 1 . 4 6 ± 1 . 2 2 y e a r s ) w a s s im i l a r . T h e m a j o r i t y o f s u bj e c t s w e r e N o n - H i s p a n i c B l a c k (7 7 . 10% ),
f o l l o w e d by N o n - H i s p a n i c W h i t e (9 . 16% ), o t h e r r a c e (s ) ( 10 . 6 9% ), a n d t h o s e o f u n k n o w n r a c e
(3 . 0 5% ) . F o r t h e 1 2 4 c h i l d r e n w i t h a v a i l a b l e d i s e a s e s t a t u s , a p p r o x i m a t e l y h a l f w e r e a s t hm a t i c (n
= 6 0 ) a n d h a l f w e r e n o n - a s t h m a t i c (n = 64 ) . D i s e a s e s t a t u s w a s c o n t r o l l e d f o r i n t h e a n a l y t i c a l
f r a m e w o r k .
T a b l e 1 : Su bj e c t C h a r a c t e r i s t i c s
C a t e g o r y F e m a l e M a l e A l l S u bj e c t s
N u m b e r o f Su bj e c t s 5 3 (4 0 . 5% ) 7 8 (5 9 . 5% ) 13 1
A v e r a g e A g e (y e a r s ) 1 1 6 8 ± 1 2 4 1 1 . 83 ± 1 . 2 3 1 1 4 6 : l : 1 2 2
N o n - I l i s p a n i c W h i t e
1 2 (9 . 1 6% )
R a c e :
N o n - H i s p a n i c B l a c k
4 1 6 0 10 1 (7 7 . 10 % )
R a c e : O th e r
R a c e : L ' n k n o w n
D i s e a s e S t a t u s :
A s t hm a t i c
2 1 3 9




0 5 % )
6 0 (4 5 . 8 % )
D i s e a s e St a t u s :
N o n - a s t hm a t i c
^D i s e a s e St a t u s :
U n k n o w n
2 7 3 7 64 (4 8 . 8 % )
7 (5 . 3% )
3 . 2 A s s e s s i n g Me t a l E x p o s u r e i n C h i l d r e n
E x p o s u r e t o a r s e n i c , c a d m i u m , c hr o m i u m , a n d m e r c u r y i n c h i l dr e n w a s a s s e s s e d b y m e a s u r i n g
t o t a l m e t a l c o n c e n t r a t i o n s i n fi n g e r n a i l s a m p l e s .
T a b l e 2 : D e s c r i p t i v e St a t i s t i c s o f M e t a l L e v e l s
^
M e t a l %
D e t e c t i o n
R a n g e o f
L e v e l s o f
D e t e c t i o n
(l i g
m e t a l /g
n a i l )
A v e r a g e
(l^ g
m e t a l /g
n a i l )
M e di a n
( l^ g
m e t a l / g
n a i l )
R a n g e o f
M e t a l
L e v e l s
A v e r a g e
fi n g e r n a i l (F N ) o r
t o e n a i l (T N )
m e t a l l e v e l s f r o m
o t h e r s t u d i e s (|a g
m e t a l / g n a i l )
A r s e n i c 4 0% 0 . 0 0 34 0 -
0 . 0 4 1 7
0 0 6 3 3 ±
0 . 1 15 6
0 0 18 3 0
. 0 0 2 4 0
0 . 8 0 5
0
.
8 2 5" (F N )
0 . 10 " (T N )
C a dm i u m 93 % 0 . 0 03 4 0 -
0 . 0 4 17
0 . 1 18 ±
0 . 16 3
0 . 0 69 0 0 . 0 0 4 4 6
1 . 0 2
0 . 73 ± 0 0 8 ' (F N )
0 . 4 9 " cm )
C hr o m i u m 89 % 0 . 0 0 6 8 0 -
0 . 0 8 3 3
0 . 3 2 5 ±
0 . 5 10
0 . 1 6 8 ( J i ) l U 9
4 . 14
1 r i / | i >0 4
"
( T N )
M e r c u r y 9 9% 0 . 0 0 34 0 -
0 . 0 4 17
0 . 0 9 9 7 ±
0 . 0 8 2 9
0 . 0 79 3 0 . 0 0 4 6 1
0 . 6 7 3
0 . 2 5 4 " (F N )
^
C o n c e n t r a t i o n s b e l o w t h e L e v e l o f D e t e c t i o n (L O D ) w e r e a s s ig n e d im p u t e d v a l u e s o f L O D / a /2
" W ic k r e e t a l (2 0 0 4 )
"
S l o t n i c k e t a l (2 0 0 4 )
' W e r e e t a l (2 0 0 8 )
D e t e c t i o n o f m e t a l c o n c e n t r a t i o n s i n t h e c o h o r t w a s h i g h e s t a t 9 9% f o r m e r c u r y , f o l l o w e d by
9 3% f o r c a d m i u m
,
8 9% fo r c hr o m i u m a n d 4 0% f o r a r s e n i c (T a b l e 2 ) . Ch r o m i v im h a d t h e h i g h e s t
a v e r a g e c o n c e n t r a t i o n i n fi n g e r n a i l s (0 . 3 2 5 ± 0 . 5 10 \x g l g ) , f o l l o w e d by c a dm i u m (0 . 1 18 ± 0 . 16 3
^ g / g) , m e r c u r y (0 . 0 9 9 7 ± 0 . 0 8 2 9 |i g / g ) , a n d a r s e n i c (0 . 0 6 3 3 ± 0 . 1 15 6 ^ g/ g ) .
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3 . 3 I d e n t if i c a t i o n o f Me t a l - A s s o c i a t e d G e n e S e t s
A m u l t i p l e l i n e a r r e g r e s s i o n m o d e l a n d f o l d c h a n g e c a l c u l a t i o n w e r e u s e d t o i d e n t i fy g e n e s w i t h
e x p r e s s i o n l e v e l s a s s o c i a t e d w i t h e n v i r o n m e n t a l e x p o s u r e t o a r s e n i c , c a dm i u m , c h r o m i u m , a n d
m e r c u r y . St a t i s t i c a l a n a l y s i s r e v e a l e d a t o t a l o f 2 2 9 u n i q u e g e n e s (3 02 p r o b e s e t s ) w i t h
t r a n s c r i p t i o n a l l e v e l s s i g n i f i c a n t l y a s s o c i a t e d w i t h a t l e a s t o n e m e t a l (A p p e n d i x 8 1 ) .
T a b l e 3 : G e n e s M o d u l a t e d b y M e t a l E x p o s u r e a n d A s t h m a
E x p o s u r e
A r s e n i c
C a dm i u m
C hr o m i u m
M e r c u r y
T o t a l (n o
d u p l i c a t e g e n e s )
A s t hm a
U n i q u e G e n e s
(P r o b e s e t s )
12 ( 1 5 )
17 2 (2 2 9)
15 ( 19)
32 ( 3 9 )
2 2 9 * (3 0 2 )
13 ( 1 8 )
G e n e E x p r e s s i o n
(T o t a l I n c r e a s e d ,










19 5 * . 3 4
7 , 6
* D u p l i c a t e g e n e s w e r e a c c o u n t e d f o r i n c a l c u l a t i n g t h e t o t a l n u m b e r o f u n iq u e g e n e s ( E P P K l e x p r e s s i o n l e v e l
a s s o c i a t e d w i t h a r s e n i c a n d c a d m i u m le v e l s ; O C Z- iV e x p r e s s i o n l e v e l a s s o c i a t e d w i t h c a d m iu m a n d c h r o m i u m le v e l s )
Sp e c i fi c a l l y , a c r o s s t h e p o p u l a t i o n , w e i d e n t i fi e d 12 g e n e s w i t h e x p r e s s i o n l e v e l s a s s o c i a t e d w i t h
a r s e n i c l e v e l s
,
17 2 g e n e s w i t h e x p r e s s i o n l e v e l s a s s o c i a t e d w i t h c a d m i u m l e v e l s , 15 g e n e s w i t h
e x p r e s s i o n l e v e l s a s s o c i a t e d w i t h c hr o m i u m l e v e l s , a n d 3 2 g e n e s w i t h e x p r e s s i o n l e v e l s
a s s o c i a t e d w i t h m e r c u r y l e v e l s (T a b l e 3 ) . A c r o s s a l l m e t a l - a s s o c i a t e d g e n e s , 19 5 g e n e s (8 5% )
s h o w e d i n c r e a s e d e x p r e s s i o n l e v e l s a n d 3 4 g e n e s ( 1 5% ) s h o w e d d e c r e a s e d e x p r e s s i o n l e v e l s .
C o m p a r a t i v e l y , a t o t a l o f 13 u n i q u e g e n e s ( 1 8 p r o b e s e t s ) w e r e i d e n t i fi e d a s d i f f e r e n t i a l l y
1 1
e x p r e s s e d i n a s t h m a t i c s c o m p a r e d t o h e a l t h y i n di v i d u a l s O n l y o n e g e n e , s e c r e t o r y l e u k o c y t e
p e p t i d a s e i n h ib i t o r (SL P I ) , o v e r l a p p e d b e t w e e n t h e m e r c u r y - m o d u l a t e d g e n e l i s t a n d t h e a s t h m a -
m o d u l a t e d g e n e l i s t . T h e r e w a s n o o v e r l a p b e t w e e n t h e a s t h m a - m o du l a t e d g e n e s e t a n d t h e o t h e r
t h r e e m e t a l - m o d u l a t e d g e n e s e t s .
A r s e n i c C a d m i u m C h r o m i u m M e r c u ry
D e c r e a s e d j
e x p r e s s io n
I n c r e a s e d
e x p r e s s i o n
F i g u r e 1 : H e a t m a p o f 2 2 9 g e n e s m o d u l a t e d b y m e t a l e x p o s u r e .
T h e f o u r m e t a l - a s s o c i a t e d g e n e l i s t s w e r e a lm o s t e n t i r e l y d i s t in c t w h e n c o m p a r e d t o e a c h o th e r
(F i g u r e 1 ) . E x p r e s s i o n l e v e l s o f o n ly t w o g e n e s w e r e a h e r e d b y m o r e t h a n o n e m e t a l (T a b l e 3 ) .
1 2
S p e c i f i c a l ly , e p i p l a k i n 1 (E P P K l ) s h o w e d i n c r e a s e d e x p r e s s i o n i n c h i l d r e n w it h h i g h e r l e v e l s o f
a r s e n i c a n d c a d m i u m , w h i l e o c c l u d i n ( O C LN ) s h o w e d i n c r e a s e d e x p r e s s i o n i n c h i l d r e n w i t h
h i gh e r l e v e l s o f c a d m i u m a n d c hr o m i u m l e v e l s .
3 4 C o mp a r i s o n of G e n e B i o m a r ke r s A c r o s s H u m a n P o p u l a t i o n s
T o e s t a b l i s h w h e t h e r t h e m e t a l - a s s o c i a t e d g e n e b i o m a r k e r s i d e n t i f i e d i n t h e D e t r o i t c o h o r t h a v e
b e e n s h o vm t o b e d y s r e g u l a t e d i n o t h e r p o p u l a t i o n s , w e c o m p a r e d o u r r e s u l t s w i t h f o u r k n o w n
h u m a n s t u d i e s t h a t e x a m i n e d g e n o m e - w i d e t r a n s c r i p t i o n a l r e s p o n s e s i n p e r i p h e r a l b l o o d i n
m e t a l - e x p o s e d p o p u l a t i o n s . Sp e c i f i c a l l y , w e e x a m i n e d o v e r l a p s b e t w e e n o u r m e t a l - m o d u l a t e d
g e n e s e t s a n d t h o s e o f A n d r e w e t a l (2 0 0 8 ) [ 3 ] , A r g o s e t a t . (2 0 0 6 ) [2 6 ] , F r y e t a l (2 0 0 7 ) [ 5 ] ,
a n d St am o v a e t a l . (2 0 1 1) [ 2 7 ] (T a b l e 4 ) .
A n d r e w e t a l . a n a l y z e d d i f f e r e n c e s i n ge n e e x p r e s s i o n i n 2 1 i n d i v i d u a l s w i t h h i g h a n d l o w
e x p o s u r e l e v e l s t o a r s e n i c f r o m d r i n k i n g w a t e r i n N e w H a m p s h i r e [ 3 ] . A r g o s e t a l . c o m p a r e d
g e n e e x p r e s s i o n p r o f i l e s i n 1 1 i n d i v i d u a l s w i t h a n d 5 i n d i v i d u a l s w i t h o u t a r s e n i c a l s k i n l e s i o n s i n
a B a n g l a d e s h i p o p u l a t i o n [2 6 ] . F o r t h i s s t u d y , o n l y t h e 5 0 m o s t s i g n i f i c a n t l y d o w n r e g u l a t e d
g e n e s w e r e a v a i l a b l e f o r c o m p a r i s o n . F r y e t a l . c o m p a r e d g e n e e x p r e s s i o n p r o f i l e s i n 2 1 a r s e n i c -
e x p o s e d a n d 1 1 a r s e n i c - u n e x p o s e d n e w b o r n s f r o m d r i n k i n g w a t e r i n T h a i l a n d [5 ] . St a m o v a e t a l .
e x a m i n e d c o r r e l a t i o n s b e t w e e n g e n e e x p r e s s i o n s i g n a t u r e s a n d m e r c u r y b l o o d l e v e l s b o t h
s e p a r a t e l y a n d t o g e t h e r i n 3 3 a u t i s t i c b o y s a g e d 2 - 5 y e a r s a n d 5 1 t y p i c a l l y d e v e l o p i n g a g e -
m a t c h e d c o n t r o l s [2 7 ] , T o o u r k n o w l e d g e , n o s t u d i e s h a v e e x a m i n e d g e n o m e - w i d e
t r a n s c r i p t i o n a l r e s p o n s e s i n c a d m i u m - e x p o s e d a n d c h r o m i u m - e x p o s e d h u m a n p o p u l a t i o n s .
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P A S d o m a i n c o n t a i n i n g s e r i n e / t h r e o n i n e k i n a s e (P A SK ) o v e r l a p p e d b e t w e e n o u r a r s e n i c -
m o du l a t e d g e n e s e t a n d t h a t o f F r y e t a l , w h i c h r e p o r t e d P A SK a s o n e o f 4 4 7 d i f f e r e n t i a l l y
e x p r e s s e d g e n e s w h e n c o m p a r i n g p r e n a t a l l y - e x p o s e d a n d - u n e x p o s e d n e w b o r n s i n T h a i l a n d [5 ]
P A SK w a s u p r e g u l a t e d (F C > 1. 5 ) i n e x p r e s s i o n i n a r s e n i c - e x p o s e d n e w b o r n s [5 ] . S im i l a r l y , o u r
s t u dy a l s o s h o w e d i n c r e a s e d e x p r e s s i o n o f P ^ 5 !A^w i t h h i g h e r a r s e n i c e x p o s u r e i n c h i l d r e n . N o
o v e r l a p w a s o b s e r v e d b e t w e e n o u r m e t a l - i n d u c e d g e n e s e t s a n d t h o s e o f t h e o t h e r c o m p a r e d
s t u d i e s [ 3 , 2 6 , 2 7] .
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T a b l e 4 : C o m p a r i s o n o f M e t a l - M o d u l a t e d G e n e s fr o m H u m a n a n d A n i m a l St u d i e s
C o mp a r i s o n
St u dy E x p r e s s i o n \ E ^^f ; ;^ j^
f e r M e ta l Af t e r M e t a lE x p o s u r e i n E x p o s u r e i n
P r e s e n t S t u d y \ C o mp a r is o n
St u d
A n d r e w e t a l .
(2 0 0 8 )
< > ( • w r U i i i
M - ' I l l C
A r g o s e t a l
( 2 00 6 )
F r y e t a l
2 0 07
S t am o v a e / a 7 , ,
2 0 1 n I i ^ i ) o v e r l a p
* G e n e i n N F - k B ^^ i ^^
^ ' ' l y
. r l a i
\ r - , i ; r i i c
P A SK *
A r s e n ic
M e r i : u r \
i n c r >j a s e d I n c r e a s e d
C o mp a r is o n
S t t n h
i i o m i c D a ta h i i s i
Wf d s s i o n
U i c r X f e ta l
I : \ p a s u r e in
P r e s e n t S t u ch
E x p r e s s i o n
Aft e r M i t a l
E x p o s u r e i n
K o m i s s a r o v a e t
a l ( 2 0 07 )
i i i i p a r i ' ^ o nH L A - D RB 4
I TG l i i l i P
H o m o s a p i e n s
( ly m ph o b l a s t c e l l
l i n e s )
S t u d y
I n c r e a s e d
A r s e n i c I n c r e a s e d
K aw a t a e t a l
(2 00 7 )
H o m o s a p ie n s
( i I e pG 2 c e ll s )
C a d m i u m
Ca d m i u m
I n c r e a s e d
i n c r e a s e d
i n c r e a s e d
I n c r e a s e d
Iv i n i L .
'
u ,
( 2 0 06 )
M A PK S M u s m u s c u l u s
(m u r i n e
m a c r o g h a g e c e l l s )
R a t t u s n o r v e g i c u s
(c a dm i u m - r e s i st a n t
a n d c a dm i u m -
s e n s i t i v e l u n g
SMt h e | i a ]_ c e | ls ^
R a t t u s n o r v e g i c u s
( r a t l i v e r e p i th e l i a l
c e l ls )
L a u e t a l .
( 2 0 0 6 )
\ } A I >K S
"
C a dm i u m I n c r e a s e d a t t e c t s
s u s c e p t i b i l it y
t o c a dm i u m
Qu e t a l
(2 00 6 )
MA P K 8
C a d m i u m
C ^ J i n i u m
I n c r e a s e d
In c r e a s e d
I n c r e a s e d
V e r g a n i e t a l
(2 007 )
MA P K 8 O n c o r h v i i c h u s
m y k i s s
h c 2 a Ui m n
_
c e n s )
H o m o s a p i e n s
(H e p G 2 c e ll s )
H o m o s a p i e n s
( l iv e r c a r c i n o m a
. > c lJs j
In c r e a s e d
i < - a w a t a e t a l
( 2 0 0 7 )
A D M
M e r c u r v
M e r c u r v
I n c r e a s e d
D e c r e a s e d
I n c r e a s e d
I n c r e a s e d
A y e n s u e i a l
( 2 0 0 6 )
P I - G L B l
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3 5 C o mp a r i s o n o f G e n e B i o m a r k e r s A c r o s s O t h e r H u m a n a n d A n i m a l S t u d i e s
T o f u r t h e r c o m p a r e o u r m e t a l - a s s o c i a t e d g e n e s e t s w i t h o t h e r h u m a n a n d a n im a l s t u d i e s , w e u s e d
t h e C o m p a r a t i v e T o x i c o g e n o m i c D a t a b a s e (M o u n t D e s e r t I s l a n d B i o l o g i c a l L a b o r a t o r y ,
S a l i s b u r y C o v e , M E ) , o r C T D , w h i c h i s a r e p o s i t o r y o f s c i e n t i f i c d a t a e l u c i d a t i n g r e l a t i o n s h i p s
b e t w e e n c h e m i c a l s , g e n e s , a n d h u m a n d i s e a s e s f r o m a c o l l e c t i o n o f i n v i t r o a n d i n v i v o s t u d i e s .
O v e r l a p s f o r f i v e u n i q u e g e n e s w e r e i d e n t i f i e d , w i t h o n e g e n e (m a j o r h i s t o c o m p a t i b i l it y c o m p l e x
c l a s s I I D R b e t a 4 , o r H L A - D R B 4) o v e r l a p p i n g f o r t h e a r s e n i c - m o d u l a t e d g e n e s e t , t w o g e n e s
(i n t e g r i n b e t a 3 b i n d i n g p r o t e i n , o r I T G B 3B P ; m i t o g e n - a c t i v a t e d p r o t e i n k i n a s e , o r MA P K 8)
o v e r l a p p i n g f o r t h e c a dm i u m - m o d u l a t e d g e n e s e t , a n d t w o g e n e s fa dr e n o m e du l l i n , o r A D M ;
p l a s m i n o g e n - l i k e B l , o r P L G L B l ) o v e r l a p p i n g f o r t h e m e r c u r y - m o d u l a t e d g e n e s e t
[ 3 5 , 3 6 , 3 7 , 3 8 , 3 9 , 4 0 , 4 1 ] (T a b l e 4 ) . N o o v e r l a p w a s o b s e r v e d f o r t h e c hr o m i u m - m o d u l a t e d g e n e
s e t . F o r t h o s e c o m p a r i s o n s i n w h i c h g e n e o v e r l a p s w e r e f o u n d , t h e d a t a w e r e d e r i v e d f r o m
m o u s e , r a t , a n d h u m a n i n v i t r o s t u d i e s . F o u r d i f f e r e n t i n v i t r o s t u d i e s i d e n t i f i e d MAP K 8 a s
d i f f e r e n t i a l l y e x p r e s s e d f r o m c a dm i u m e x p o s u r e [3 7 , 3 8 , 3 9 , 4 0 ] . T h e d i r e c t i o n o f d i f f e r e n t i a l
e x p r e s s i o n (e . g . i n c r e a s e o r d e c r e a s e ) w a s c o n s i s t e n t f o r o u r g e n e s e t s a n d t h o s e o f C T D -
i d e n t i f i e d s t u d i e s e x c e p t f o r P L G L B l , w h i c h s h o w e d i n c r e a s e d e x p r e s s i o n i n o u r s t u d y b u t
d e c r e a s e d e x p r e s s i o n i n A y e n s u e t a l . [4 1]
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3 6 Me t a l - M o d u l a t e d Mo l e c u l a r N e t w o r k s A s s o c i a t e d w i t h I n f l a m m a t i o n - R e l a t e d
S i g n a l i n g P a t h w a y s
T o u n d e r s t a n d t h e r o l e s o f t h e d i f f e r e n t i a l l y e x p r e s s e d g e n e s i n t h e c o n t e x t o f i n t e r a c t i n g
s y s t e m s , w e o v e r l a i d e a c h m e t a l - a s s o c i a t e d g e n e s e t o n t o m o l e c u l a r n e t w o r k s c o n s t r u c t e d o f
p r o t e i n s e n c o d e d b y t h e m o d u l a t e d g e n e s . S i g n i f i c a n t b i o l o g i c a l f u n c t i o n s a s s o c i a t e d w i t h e a c h
l i s t o f m e t a l - a s s o c i a t e d g e n e b i o m a r k e r s w e r e e x a m i n e d t o e l u c i d a t e t h e b i o l o g i c a l r e l e v a n c e o f
dy s r e g u l a t e d g e n e s .
W e i d e n t i f i e d a t o t a l o f 4 0 s i g n i f i c a n t n e t w o r k s (p < 0 . 0 1) a c r o s s a l l m e t a l - a s s o c i a t e d g e n e s e t s .
T h e c a dm i u m - a s s o c i a t e d g e n e s e t g e n e r a t e d th e g r e a t e s t n u m b e r o f s i g n i f i c a n t n e tw o r k s (n = 2 2 )
c o m p a r e d t o t h o s e g e n e r a t e d b y t h e a r s e n i c - a s s o c i a t e d g e n e s e t (n = 3) , t h e c h r o m i u m - a s s o c i a t e d
g e n e s e t (n = 3) , a n d t h e m e r c u r y - a s s o c i a t e d g e n e s e t (n = 2 ) (A p p e n d i x 8 . 2 ) T h e t r a n s c r i p t i o n






) , c a d m i u m - a s s o c i a t e d (p < 10
"
) , a n d m e r c u r y - a s s o c i a t e d (p < 10
"
) g e n e s . T h e c y t o k i n e
t u m o r n e c r o s i s f a c t o r - a l p h a (T N F - a ) w a s c e n t r a l t o t h e c hr o m i u m - a s s o c i a t e d g e n e b i o m a r k e r s
W e q u e r i e d th e m e t a l - m o d u l a t e d g e n e s f o r s i g n i f i c a n t e n r i c hm e n t o f b i o l o g i c a l p r o c e s s e s t o
f u r t h e r e v a l u a t e t h e i r b i o l o g i c a l r e l e v a n c e a t t h e s y s t e m s l e v e l . A t o t a l o f 4 0 , 7 3 , 6 8 , a n d 7 5
s i g n i f i c a n t b i o l o g i c a l p r o c e s s e s (p < 0 . 0 5 ) w e r e i d e n t i f i e d f o r a r s e n i c , c a d m i u m , c h r o m i u m , a n d
m e r c u r y , r e s p e c t i v e l y (A p p e n d i x 8 . 3 ) . A l l f o u r m e t a l - a s s o c i a t e d g e n e s e t s s h o w e d c o m m o n
e n r i c hm e n t f o r 3 4 b i o l o g i c a l p r o c e s s e s r e l a t e d t o im m u n e r e g u l a t i o n a n d c e l l u l a r g r o w th . F o r
i n s t a n c e
,
t h e g e n e s e t s w e r e s i g n i f i c a n t l y a s s o c i a t e d w i t h i n f l a m m a t o r y r e s p o n s e (p < 0 . 0 0 9 ) ,
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a n t i g e n p r e s e n t a t i o n (p < 0 . 0 4 ) , a n d i m m u n e c e l l t r a f fi c k i n g (p < 0 . 0 4 ) , a s w e l l a s c e l l u l a r
m e c h a n i s m s im p l i c a t e d i n im m u n e r e g u l a t i o n , s u c h a s c e l l c y c l e (p < 0 . 0 0 4 ) a n d c e l l - t o - c e l l
s i g n a l i n g a n d i n t e r a c t i o n (p < 0 . 0 0 7 ) (A p p e n d i x 8 . 3 ) .
3 7 T r a n s c r ip t i o n F a c t o r s A s s o c i a t e d w i th the Me t a l - Mo d u l a t e d G e n e B i o m a r k e r s
T o p r e d i c t r e g u l a t o r y m e c h a n i s m s t h a t m a y c o n t r o l t h e e x p r e s s i o n o f t h e m e t a l - a s s o c i a t e d g e n e s ,
w e s e t o u t t o i d e n t i fy e n r i c h e d t r a n s c r i p t i o n f a c t o r b i n d i n g s i t e s e n r i c h e d w i t h i n t h e g e n e
b i o m a r k e r s . W e a n a l y z e d t h e b i n d i n g s i t e s e q u e n c e s i n t h e p r o m o t e r r e g i o n s o f e a c h m e t a l -
a s s o c i a t e d g e n e s e t f o r e n r i c hm e n t (A p p e n d i x 8 . 4 ) .
T h e m o s t s i g n i f i c a n t t r a n s c r i p t i o n f a c t o r s p r e d i c t e d t o r e g u l a t e t h e e x p r e s s i o n o f m e t a l - a s s o c i a t e d
g e n e s w e r e a c t i v a t i n g p r o t e i n - 2 (A P - 2 ) f o r t h e a r s e n i c - a s s o c i a t e d g e n e s (p = 0 . 02 ) , h e p a t o c y t e
n u c l e a r f a c t o r - 3 h o m o l o g u e 1 (H F H - 1) f o r t h e c a dm i u m - a s s o c i a t e d g e n e s (p = 0 . 0 0 0 3 ) , g e n e r a l
t r a n s c r ip t i o n f a c t o r I I , i (T F I I - I ) f o r t h e c hr o m i u m - a s s o c i a t e d g e n e s (p = 0 . 0 0 3 ) , a n d s i g n a l
t r a n s d u c e r a n d a c t i v a t o r o f t r a n s c r i p t i o n 4 (ST A T 4 ) f o r t h e m e r c u r y - a s s o c i a t e d g e n e s (p = 0 . 0 0 \ ) .
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3 . 8 NF - k B S i g n a l i n g P a t h w a y A l t e r e d by Mu l t ip l e M e t a l s
T o e s t a b l i s h w h e th e r g e n e b i o m a r k e r s f o r i n d i v i d u a l m e t a l s s h a r e d c o m m o n s i g n a l i n g p a t h w a y s ,
w e s im u l t a n e o u s l y m a p p e d a l l m e t a l - a s s o c i a t e d g e n e s (n = 2 2 9 ) o n t o m o l e c u l a r n e t w o r k s
(A p p e n d i x 8 . 2 ) N F - k B w a s l i n k e d t o p r o t e i n s e n c o d e d b y a l l t h e m e t a l - m o d u l a t e d g e n e s (p < 10
'
^ ' ^
) (F i g u r e 2 ) . T h e n e t w o r k c o m p r o m i s e d o f 2 3 p r o t e i n m o l e c u l e s r e p r e s e n t i n g t h e m e t a l
b i o m a r k e r s
,
w i t h t w o g e n e s f r o m a r s e n i c a n d c h r o m i u m - a s s o c i a t e d g e n e s e t s , s i x g e n e s f r o m t h e
m e r c u r y - a s s o c i a t e d g e n e s e t , a n d 13 g e n e s f r o m th e c a d m i u m - a s s o c i a t e d g e n e s e t .
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F i g u r e 2 : N F - k B p a t h w a y c e n t r a l t o m e t a l - a s s o c i a t e d g e n e b i o m a r k e r s f o r a r s e n i c ,
c a d m i u m
,
c h r o m i u m
,
a n d m e r c u r y . P r o te i n s e n c o d e d b y g e n e s a s s o c ia t e d w i t h a r s e n i c ,
c a d m i u m
,
c h r o m i u m
,
a n d m e r c u r y a r e de n o t e d by g r e e n , p u r p l e , y e l l o w , a n d b l u e m o l e c u l e s ,
r e sp e c t iv e ly . S ig n if i c a n c e o f t h is n e t w o r k is in d i c a t e d by p - v a l u e ( u p p e r r i g h t) Op e n s y m b o l s a r e
a s s o c i a t e d w i t h t h e n e t w o r k f o r m e d by t h e m o d u l a t e d g e n e s
W i t h i n t h e m o l e c u l a r n e t w o r k , t h e m aj o r i t y o f g e n e s (7 0% ) s h o w e d i n c r e a s e d e x p r e s s i o n l e v e l s
w h i l e 3 0 % s ho w e d d e c r e a s e d e x p r e s s i o n a s s o c i a t e d w i t h m e t a l e x p o s u r e . T h e a r s e n i c - a s s o c i a t e d
g e n e b i o m a r k e r s s h o w e d i n c r e a s e d e x p r e s s i o n , c h r o m i u m - a s s o c i a t e d g e n e b i o m a r k e r s s h o w e d
d e c r e a s e d e x p r e s s i o n , a n d a l l bu t o n e o f t h e c a d m i u m - a s s o c i a t e d g e n e b i o m a r k e r s s h o w e d
2 0
i n c r e a s e d e x p r e s s i o n . T h e r e w e r e t h r e e g e n e s s h o w i n g i n c r e a s e d e x p r e s s i o n a n d s i x g e n e s
s h o w i n g d e c r e a s e d e x p r e s s i o n f o r m e r c u r y - a s s o c i a t e d g e n e b i o m a r k e r s .
N o t a b l y , t h e p r o t e in e n c o d e d b y P A SK , w h i c h o v e r l a p p e d b e t w e e n o u r a r s e n i c - i n du c e d g e n e s e t
a n d t h a t o f F r y e t a l . [ 5] , w a s p r e s e n t i n t h e c o n s t r u c t e d m o l e c u l a r n e t w o r k . C o n g r u e n t t o
p r e v i o u s f i n d i n g s s h o w i n g e a c h s e t o f m e t a l - a s s o c i a t e d g e n e b i o m a r k e r s m o d u l a t i n g
i n f l a mm a t i o n - r e l a t e d p a t h w a y s , w e s h o w a s i g n i f i c a n t e n r i c hm e n t f o r p r o t e i n s i n v o l v e d i n
i n fl a m m a t o r y r e s p o n s e (p < 0 . 0 04 ) , c e l l u l a r c o m p r o m i s e (/ 7 < 0 . 0 1) a n d h e m a t o l o g i c a l d i s e a s e
(p < 0 . 0 1 ) w i t h i n t h e N F - k B p a t h w a y (A p p e n d i x 8. 3 ) .
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4 . 0 D i s c u s s i o n
M e t a l s a r e u b i q u i t o u s e n v i r o n m e n t a l p o l l u t a n t s a s s o c i a t e d w i t h a d v e r s e h u m a n h e a l t h e f f e c t s .
C h i l d r e n i n p a r t i c u l a r a r e v u l n e r a b l e t o t h e t o x i c e f f e c t s o f m e t a l e x p o s u r e . W e h a v e s h o w n
p r e v i o u s l y t h a t g e n e e x p r e s s i o n l e v e l s m a y b e u s e d a s b i o m a r k e r s o f e a r l y l i f e e x p o s u r e t o
a r s e n ic [5 ] . Sp e c i f i c a l l y , i t w a s f o u n d th a t m a n y o f t h e g e n e s t h a t a r e b i o m a r k e r s o f e x p o s u r e t o
p r e n a t a l a r s e n i c e n c o d e f o r p r o t e i n s i n v o l v e d i n t h e N F - k B p a t h w a y [ 5 ] . S u c h fi n d i n g s c a n
p r o v i d e i n s i g h t i n t o t h e m e c h a n i s m s b y w h i c h m e t a l s i n d u c e t h e i r d e t r i m e n t a l e f f e c t s i n c h i l d r e n .
I t r e m a i n s t o b e s e e n w h e t h e r g e n e b i o m a r k e r s a r e s p e c i fi c f o r v a r i o u s m e t a l s . H e r e , w e e x a m i n e
t h e g e n o m i c r e s p o n s e t o f o u r m e t a l s m e a s u r e d i n c h i l d r e n , s p e c i fi c a l l y t h e M I CA p o p u l a t i o n .
T h e M I C A s t u d y d e s i g n i s u n i q u e b e c a u s e o f t h e l a r g e s i z e o f t h e c h i l d r e n
'
s c o h o r t (n = 13 1) a n d
t h e m u l t i p l e m e t a l s a s s e s s e d (n = 4 ) . W h i l e 1 2 m e t a l s w e r e m e a s u r e d i n c h i l d r e n , w e f o c u s o u r
a n a l y s i s o n f o u r m e t a l s : a r s e n i c , c a d m i u m , c h r o m i u m , a n d m e r c u r y . O u r s e l e c t i o n o f t h e s e
s p e c i fi c m e t a l s w a s b a s e d o n t h e e x t e n s i v e u s e o f fi n g e r n a i l c o n c e n t r a t i o n s a s i n d i c a t o r s o f m e t a l
e x p o s u r e i n c l i n i c a l r e s e a r c h [2 ] . T o o u r k n o w l e d g e , t h i s i s t h e fi r s t s t u dy t o c o m p a r e a n d
c o n t r a s t m u l t i p l e m e t a l l e v e l s a n d s u b s e q u e n t a b e r r a n t g e n e e x p r e s s i o n i n a l a r g e p o p u l a t i o n o f
c h i l dr e n .
O u r s t u d y p o p u l a t i o n c o n s i s t e d o f m o s t l y N o n - H i s p a n i c B l a c k (7 7 . 10% ) c h i l d r e n i n D e t r o i t , M I
w i t h h i gh p e r c e n t a g e s o f s u bj e c t s w i t h d e t e c t a b l e fi n g e r n a i l l e v e l s o f c a d m i u m (93% ) , c h r o m i u m
(8 9% ), a n d m e r c u r y (9 9 % ) A l t h o u gh w e d i d n o t a n a l y z e p o t e n t i a l s o u r c e s o f m e t a l e x p o s u r e ,
d i e t m a y h a v e c o n t r i b u t e d t o e x p o s u r e s i n c e c a d m i u m [ 19 , 2 4 ] , t r i v a l e n t c h r o m i u m [2 0 ] , a n d
m e r c u r y [2 1, 2 4 ] c a n b e f o u n d i n f o o d . A d d i t i o n a l l y , o n l y a f e w s t u d i e s e x i s t t h a t r e p o r t fi n g e r n a i l
m e t a l l e v e l s a m o n g c h i l d r e n , p a r t i c u l a r l y i n U S p o p u l a t i o n s . Sl o t n i c k e t a l . c a l c u l a t e d t h e
2 2
a v e r a g e l e v e l s o f a r s e n i c , c a d m i u m a n d c h r o m i u m i n t o e n a i l s o f U S c h i l dr e n a s 0 . 1 0 |a g /g , 0 . 4 9
|i g /g , a n d 3 . 04 ja g / g , r e s p e c t i v e l y [8 ] . T h e a v e r a g e l e v e l s o f f i n g e r n a i l m e t a l s f r o m c h i l d r e n i n
D e t r o i t w e r e l o w e r f o r e a c h o f t h e s e m e t a l s , p o s s i b l y b e c a u s e t o e n a i l m e t a l c o n c e n t r a t i o n s r e f l e c t
m o r e l o n g - t e r m e x p o s u r e s [ 2 ] . F i n g e r n a i l c o n c e n t r a t i o n s f o r a r s e n i c a n d m e r c u r y w e r e a l s o l o w e r
t h a n r e p o r t e d l e v e l s o f 0 . 82 5 i^ g / g a n d 0 . 2 5 4 |i g /g , r e s p e c t i v e l y , i n c h i l d r e n l i v i n g n e a r a g o l d
m i n in g t o w n i n N i c a r a g u a [ 10 ] ] . W e r e e t a l r e p o r t e d h i g h e r c o n c e n t r a t i o n s o f c a d m i u m (0 . 4 9
H g / g ) i n fi n g e r n a i l s o f u r b a n K e n y a n c h i l dr e n t h a n t h o s e f o u n d i n t h i s s t u dy [ 4 2 ] .
4 1 Me t a l s I n d u c e L a r g e ly D i s t i n c t G e n e B i o m a r k e r s
St a t i s t i c a l a n a l y s i s i d e n t i f i e d a t o t a l o f 2 2 9 g e n e s a s s o c i a t e d w i t h l e a s t o n e o f t h e f o u r m e t a l s i n
13 1 c h i l d r e n w i t h g e n o m i c m e a s u r e s a n d n a i l m e t a l s l e v e l s . O u r a n a l y t i c a l f r a m e w o r k c o n t r o l l e d
fo r a s t h m a s t a t u s t o e n s u r e t h a t t h e i d e n t i fi e d m e t a l - s p e c i fi c ge n e s w e r e n o t a s s o c i a t e d w i t h
a s t h m a A c r o s s t h e f o u r m e t a l - i n d u c e d g e n e s e t s , t h e c a dm i u m - a s s o c i a t e d g e n e s e t w a s t h e
l a r g e s t w it h 17 2 g e n e s s h o w i n g d y s r e g u l a t i o n . I t w a s s t r i k i n g th a t , a l t h o u g h t h e a v e r a g e
c o n c e n t r a t i o n s o f c a d m i u m a n d m e r c u r y w e r e s im i l a r i n fi n g e r n a i l s , c a d m i u m l e v e l s w e r e
a s s o c i a t e d w i t h a r o b u s t t r a n s c r i p t i o n a l r e s p o n s e w i t h t h e m o d u l a t i o n o f m o r e t h a n fi v e t i m e s t h e
n u m b e r o f g e n e s t h a n t h a t o f m e r c u r y . W h i l e t h e e x a c t m e c h a n i s m s o f m e t a l - i n d u c e d t o x i c i t y a r e
l a r g e l y u n k n o w n , w e h a v e r e c e n t l y s h o w n i n v i t r o t h a t c a d m i u m e x p o s u r e r e s u l t e d i n m o d u l a t i o n
o f a l a r g e r n u m b e r o f g e n e s t h a n t h a t i n d u c e d b y a s im i l a r d o s e o f a r s e n i c [4 3 ] . F u t u r e r e s e a r c h
c a n h e l p e l u c i d a t e t h e m e t a l - m e d i a t e d m o d e s o f a c t i o n l e a d i n g t o t h e l a r g e c a d m i u m - a s s o c i a t e d
t r a n s c r i p t i o n a l r e s p o n s e .
2 3
•Wh e n c o m p a r i n g o u r f o u r m e t a l - a s s o c i a t e d t r a n s c r i p t i o n a l a l t e r a t i o n s t o e a c h o t h e r , w e a l s o
s h o w e d t h a t t h e r e w a s m i n im a l o v e r l a p a m o n g th e f o u r m e t a l - i n d u c e d g e n e s e t s . Sp e c i f i c a l l y ,
o n l y o n e g e n e w a s c o m m o n t o t h e a r s e n i c - a n d c a d m i u m - a s s o c i a t e d g e n e s e t s , a n d o n e g e n e w a s
c o m m o n t o t h e c a d m i u m - a n d c h r o m i u m - a s s o c i a t e d g e n e s e t s . T h e s e d a t a h i gh l i g h t t h a t
t r a n s c r i p t i o n a l r e s p o n s e s a s s o c i a t e d w i t h a r s e n i c , c a dm i u m , c h r o m i u m , a n d m e r c u r y a r e a lm o s t
c o m p l e t e l y d i s t i n c t a t t h e g e n e l e v e l . T h i s p h e n o m e n o n o f l i t t l e o v e r l a p h a s a l s o b e e n o b s e r v e d i n
s o m e i n v i t r o s t u d i e s [4 3 , 4 4 ] , i n c l u d i n g B e n t o n e t a l , w h i c h s h o w e d n o o v e r l a p a m o n g t h e
m o d u l a t e d g e n e s i n c e l l s e x p o s e d t o a r s e n i c a n d c a d m i u m [4 3 ] . A n d r e w e t a l s h o w e d t h a t v e r y
f e w o v e r l a p p i n g m e t a l - r e s p o n s i v e g e n e s w e r e i d e n t i fi e d i n h u m a n b r o n c h i a l e p i t h e l i a l c e l l s
e x p o s e d t o l o w d o s e s o f a r s e n i c , c a d m i u m , o r c h r o m i u m [4 4 ] .
4 . 2 Me t a l - A s s o c i a t e d G e n e B i o m a r k e r s L i k e ly P o p u l a t i o n Sp e c if i c
T o a s s e s s t h e p o t e n t i a l f o r a l a r g e r a p p l i c a t i o n o f g e n e s a s b i o m a r k e r s , w e f i r s t c o m p a r e d o u r
g e n e s e t s w i t h t h o s e o f f o u r h u m a n s t u d i e s i n v e s t i g a t i n g m e t a l - i n d u c e d , g e n o m e - w i d e
t r a n s c r i p t i o n a l r e s p o n s e s i n p e r i p h e r a l b l o o d . S u r p r i s i n g l y , o n l y o n e g e n e , P A SK , o v e r l a p p e d
b e tw e e n o u r s t u dy a n d F r y e t a l (2 0 0 7 ) [5 ] , w h i l e n o g e n e s o v e r l a p p e d b e t w e e n o u r s t u d y a n d
A n d r e w e t a l [3 ] , A r g o s e t a l [ 2 6 ] , o r St a m o v a e t a l [2 7 ] .
T o de t e r m i n e w h e t h e r t h e m i n im a l o v e r l a p o f a r s e n i c - a s s o c i a t e d g e n e s w a s u n i q u e t o o u r s t u d y ,
w e c o m p a r e d t h e p e r c e n t a g e o f o v e r l a p b e t w e e n o u r a r s e n i c - i n d u c e d g e n e s e t a n d t h a t o f F r y e t
a l (0 . 2 0 % ) t o t h e h i g h e s t p e r c e n t a g e o f o v e r l a p p i n g g e n e s b e t w e e n t h e t h r e e a r s e n i c c o m p a r i s o n
s t u d i e s [5 ] I n t e r e s t i n g l y , t h e h i g h e s t p e r c e n t a g e o f o v e r l a p p i n g g e n e s w a s o n l y 3 . 9 7% (n = 19 )
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f o r g e n e s e t s fr o m A r g o s e t a l . [2 6 ] a n d F r y e t a l [5 ] . T h e s e d a t a s u g g e s t t h a t g e n e b i o m a r k e r s
m a y b e p o p u l a t i o n - s p e c i fi c .
Po p u l a t i o n
- s p e c i fi c g e n e b i o m a r k e r s m a y b e e x p l a i n e d b y a g e , g e n d e r , d e m o g r a p h i c , a n d g e n e t i c
d i f f e r e n c e s b e t w e e n s t u d y p o p u l a t i o n s . A g e , w h i c h h a s b e e n s h o w n t o a f f e c t g e n e e x p r e s s i o n
s i g n a t u r e s a m o n g m i c e , r a t s , a n d h u m a n s , i s a s s o c i a t e d w it h s i g n i fi c a n t d i f f e r e n c e s i n g e n e
e x p r e s s i o n [4 5 ] . O u r p o p u l a t i o n c o n s i s t e d o f c h i l d r e n a g e d 9 t o 14 y e a r s w h i l e t h e o t h e r s t u d y
p o p u l a t i o n s c o n s i s t e d o f n e w b o r n s [ 5] , c h i l d r e n a g e d 2 t o 5 y e a r s [2 7 ] , a n d a d u l t s [3 , 2 6 ] .
A l t h o u g h w e c o r r e c t e d f o r g e n d e r i n o u r s t a t i s t i c a l a n a l y s i s , St a m o v a e t a l [ 2 7 ] i n c l u d e d o n l y
m a l e s t u dy s u bj e c t s T h e s t u d y p o p u l a t i o n s a l s o r e p r e s e n t e d g e o g r a p h i c a l l y d i s t i n c t p o p u l a t i o n s ,
r e p r e s e n t i n g r e g i o n s o f N e w H a m p s h i r e (A n d r e w e t a l ) [ 3] , B a n g l a d e s h (A r g o s e t a l . ) [ 2 6 ] ,
T h a i l a n d (F r y e t a l ) [5 ] , C a l i f o r n i a (St a m o v a e t a l ) [ 2 7 ] , a n d M i c h i g a n (p r e s e n t s t u dy ) . A s a
r e s u lt
,
t h e l a c k o f g e n e o v e r l a p s c o u l d b e a t t r i b u t e d t o p o p u l a t i o n - s p e c i fi c g e n e t i c d i f f e r e n c e s .
F i n a l l y , g e o g r a p h i c a l l o c a t i o n s m a y im p a c t b o t h r o u t e s a n d e x t e n t o f e x p o s u r e . A lt h o u g h w e d i d
n o t a s s e s s t h e m s p e c i fi c a l l y , e x p o s u r e r o u t e s i n t h e D e t r o i t p o p u l a t i o n c o u l d h a v e b e e n a
c o m b i n a t i o n o f i n h a l a t i o n o f p a r t i c u l a t e m a t t e r a n d i n g e s t i o n o f f o o d a n d w a t e r . T h e l a t t e r i s o f
p a r t i c u l a r c o n c e r n , a s a r s e n i c c o n c e n t r a t i o n s i n g r o u n d w a t e r i n s o u t h e a s t e r n M i c h i g a n f r e q u e n t l y
e x c e e d t h e U . S . E PA l i m i t o f 10 |a g /L a n d a p p r o x im a t e ly 2 3 0 , 0 0 0 p e o p l e r e l y i n g o n w e l l w a t e r
i n t h e r e g i o n a r e e x p o s e d t o m o d e r a t e l y e l e v a t e d l e v e l s f r o m d r i n k i n g w a t e r [4 6 ] . I n t h i s
p o p u l a t i o n o f c h i l d r e n , o n l y 4 0 % o f c h i l d r e n h a d d e t e c t a b l e l e v e l s o f a r s e n i c i n fi n g e r n a i l s I n
c o m p a r i s o n , p o p u l a t i o n s i n N e w H a m p s h i r e , B a n g l a d e s h , a n d T h a i l a n d w e r e m o s t l y e x p o s e d t o
e l e v a t e d l e v e l s o f a r s e n i c v i a i n g e s t i o n o f c o n t a m i n a t e d d r i n k i n g w a t e r [ 3 , 5 , 2 6 ] . T h e s e d a t a
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s u g g e s t t h a t a r s e n i c
- i n d u c e d g e n e m o d u l a t i o n m a y b e r e l a t e d t o r o u t e o f e x p o s u r e , t o t a l d o s e , a n d
o t h e r p o p u l a t i o n - s p e c i fi c d e m o g r a p h i c c h a r a c t e r i s t i c s . Sp e c i f i c r o u t e s o f m e r c u r y e x p o s u r e i n
C a l i f o r n i a c h i l d r e n w e r e n o t r e p o r t e d [ 2 7 ] , b u t i n d i v i d u a l s i n t h e U . S a r e c o m m o n l y e x p o s e d t o
m e t hy lm e r c u r y f r o m i n g e s t i o n o f c o n t a m i n a t e d fi s h [4 7 ] .
W e o b s e r v e d m o r e o v e r l a p s w i t h o u r m e t a l - m o d u l a t e d g e n e s e t s w h e n c o m p a r i n g o u r g e n e s e t s
w i t h o t h e r h u m a n a n d a n im a l s t u d i e s w it h i n t h e C T D . A l l g e n e s s h o w e d c o n s i s t e n c y i n d i r e c t i o n
o f d i f f e r e n t i a l g e n e e x p r e s s i o n (e . g . i n c r e a s e o r d e c r e a s e ) e x c e p t m e r c u r y - a s s o c i a t e d P L G L B l .
A l t h o u g h w e w e r e a b l e t o i d e n t i f y m o r e o v e r l a p s i n m e t a l - m o d u l a t e d g e n e s , f a c t o r s s u c h a s
v a r y i n g e x p o s u r e s , m e t a l - m e d i a t e d m o d e s o f a c t i o n , a n d p h y s i o l o g i c a l d i f f e r e n c e s m a k e i t
d i f fi c u lt t o c o m p a r e m e t a l - a s s o c i a t e d t r a n s c r i p t i o n a l r e s p o n s e s i n h u m a n s w i t h o t h e r s p e c i e s .
T h e r e f o r e , h u m a n p o p u l a t i o n s t u d i e s a r e p r e fe r a b l e t o c o m p a r e g e n e e x p r e s s i o n s i g n a t u r e s
a m o n g m e t a l - e x p o s e d p o p u l a t i o n s . H o w e v e r , t o o u r k n o w l e d g e , o n l y a h a n d fu l o f s t u d i e s h a v e
i n v e s t i g a t e d a r e l a t i o n s h i p b e tw e e n a r s e n i c - , c a d m i u m - , c h r o m i u m - , o r m e r c u r y - e x p o s e d h u m a n s
a n d g e n o m e - w i d e t r a n s c r i p t i o n a l a h e r a t i o n s [ 3 , 5 , 2 6 , 2 7 ] . T o o u r k n o w l e d g e , n o s t u d i e s h a v e
c o m p a r e d a n d c o n t r a s t e d t h e g e n o m i c e f f e c t s o f m u l t i - m e t a l e x p o s u r e s w i t h i n h u m a n
p o p u l a t i o n s . Wh i l e w e m a d e e v e r y a t t e m p t t o b e c o m p r e h e n s i v e i n o u r c o m p a r a t i v e f r a m e w o r k ,
t h e r e m a y b e a d d i t i o n a l g e n o m e - w i d e , g e n e e x p r e s s i o n s t u d i e s o f i n t e r e s t t h a t w e r e n o t i d e n t i fi e d
i n t h i s a n a l y s i s A d d it i o n a l h u m a n s t u d i e s i n v e s t i g a t i n g r e l a t i v e l y l a r g e p o p u l a t i o n s a r e n e e d e d t o
f u r t h e r a s s e s s i f g e n e b i o m a r k e r s o f m e t a l e x p o s u r e c a n b e r e l e v a n t g l o b a l l y . C l e a r l y , o n e
c o m p l i c a t i o n i n i d e n t i fy i n g g l o b a l g e n e b i o m a r k e r s c o u l d b e t h a t t h e r e a r e b i o l o g i c a l fl u c t u a t i o n s
i n t r a n s c r i p t i o n a l r e s p o n s e s . N e v e r t h e l e s s , it i s i n t e r e s t i n g t h a t t h e N F - k B s i g n a l i n g p a t h w a y i s
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c o m m o n l y a s s o c i a t e d w i t h a l l o f t h e m e t a l - i n d u c e d g e n e s . T h e s e d a t a s u g g e s t t h a t c e l l s e x p o s e d
t o t h e v a r i o u s m e t a l s t r i g g e r a s im i l a r b i o l o g i c a l r e sp o n s e m e d i a t e d t hr o u g h d i s t i n c t g e n e s
4 . 3 N F - k B S i g n a l i n g P a t h w a y I n t e g r a t e s M e t a l - A s s o c i a t e d G e n e B i o m a r k e r s
I t i s n o t a b l e t h a t w h i l e t h e a r s e n i c - m o du l a t e d g e n e s w e r e m o s t l y u n i q u e a m o n g t h e fo u r h u m a n
s t u d i e s a n d m a y r e q u i r e c o m p a r i s o n s o f w e l l - m a t c h e d p o p u l a t i o n s , t h e s p e c i f i c a r s e n i c - i n d u c e d
g e n e b i o m a r k e r s w e r e a s s o c i a t e d w i t h c o m m o n s i g n a l i n g p a th w a y s r e l a t e d t o im m u n e r e g u l a t i o n
[3 , 5 , 7 , 2 6 ] . F o r i n st a n c e , a r s e n i c h a s be e n s h o w n t o d y s r e g u l a t e g e n e s a c t i n g t h r o u g h k e y
i n f l a m m a t o r y p a th w a y s , s u c h a s t h e T - c e l l r e c e p t o r s i g n a l i n g i n A n d r e w e t a l [3 ] a n d t h e N F - k B
p a t h w a y i n F r y e t a l . [ 5 ] a n d M o e t a l [ 7] . Sim i l a r l y , a r s e n i c - i n d u c e d g e n e s i n A r g o s e t a l w e r e
s h o w n t o b e s i g n i f i c a n t l y a s s o c i a t e d w i t h s i g n a l i n g o f i n t e r l e u k i n - 1 (I L - 1 ) , a p r o - i n f l a m m a t o r y
c y t o k i n e t h a t c a n a c t i v a t e N F - k B [2 6 ] .
S im i l a r t o p r e v i o u s r e s e a r c h d e m o n s t r a t i n g l i n k s b e t w e e n a r s e n i c - i n d u c e d g e n e s a n d t h e N F - k B
p a t h w a y [3 , 5 , 7 , 2 6 ] , w e d i s c o v e r e d th a t e a c h o f o u r m o s t l y d i s t i n c t m e t a l - a s s o c i a t e d g e n e l i s t s
w e r e i n d i v i d u a l l y a s s o c i a t e d w it h o r l i n k e d t o t h e N F - k B s i g n a l i n g p a t h w a y . T h e m u l t i f u n c t i o n a l
t r a n s c r i p t i o n f a c t o r N F - k B , w h i c h r e g u l a t e s c e l l u l a r d i f f e r e n t i a t i o n , i n f la m m a t o r y r e s p o n s e , a n d
c e l l g r o w t h [2 5 ] , w a s a s s o c i a t e d w i t h a r s e n i c - , c a dm i u m - , a n d m e r c u r y - i n d u c e d g e n e s , w h i l e
c h r o m i u m - a s s o c i a t e d p r o t e i n s w e r e a s s o c i a t e d w i t h t h e r e g u l a t o r y p r o t e i n T N F - a . A r s e n i c -
m o d u l a t e d g e n e s h a v e b e e n a s s o c i a t e d w i t h th e N F - k B c o m p l e x i n a r s e n i c - e x p o s e d n e w b o r n s [ 5 ]
a n d a d u l t s [ 7 ] , w h i l e b o t h a r s e n i c a n d c a dm i u m g e n e s e t s h a v e b e e n a s s o c i a t e d w i t h t h e N F - k B
p a th w a y i n T K 6 h u m a n l y m p h o b l a s t o i d c e l l s [4 3 ] . M e r c u r y h a s a l s o b e e n s h o w n t o a c t i v a t e N F -
2 7
k B p r o d u c t i o n [4 8 ] . Ch r o m i u m (i n ) - e x p o s e d c u l t u r e d h u m a n m a c r o p h a g e s h a v e b e e n a s s o c i a t e d
p r e v i o u s l y w i t h i n d u c t i o n o f T N F - a [4 9 ] , w h i c h i s k n o w n t o g e n e r a t e o x i d a t i v e s t r e s s i n c e l l s
a n d a c t i v a t e N F - k B [5 0 ] .
A n a l y z i n g a l l 2 2 9 d i f f e r e n t i a l l y e x p r e s s e d g e n e s t o g e t h e r i n t h e c o n t e x t o f t h e i r p r o t e i n
i n t e r a c t i o n s f u r t h e r v a l i d a t e d t h a t a l l t h e m e t a l - r e g u l a t e d g e n e s w e r e h i g h l y r e l a t e d t o t h e N F - k B
p a th w a y (F i g u r e 2 ) . I m m u n e r e gu l a t i o n a n d c e l l gr o w th p r o c e s s e s w e r e a s s o c i a t e d w i t h o u r
c o n s t r u c t e d p r o t e i n n e t w o r k , s u g g e s t i n g t h a t t h e f o u r s e t s o f m e t a l - m o d u l a t e d g e n e s m a y a c t
t h r o u g h t h e N F - k B p a t h w a y t o s t im u l a t e i n fl a m m a t o r y r e s p o n s e s . N F - k B h a s b e e n p r e v i o u s l y
p r o p o s e d a s a k e y p a t h w a y i n v o l v e d i n m e t a l - i n d u c e d t o x i c i t y d u e t o i t s a b i l i t y t o i n d u c e t h e
e x p r e s s i o n o f g e n e s r e l a t e d t o i n fl a m m a t i o n , i n h i b i t i o n o f a p o p t o s i s , a n d c e l l p r o l i f e r a t i o n [5 1 ] .
N F - k B n o t o n l y s e r v e s a s a t r a n s c r i p t i o n f a c t o r f o r g e n e s i n v o l v e d i n c e l l s u r v i v a l , c e l l
d i f f e r e n t i a t i o n a n d g r o w t h , a n d i n fl a m m a t o r y r e s p o n s e s [2 5] , b u t i t c a n a l s o r e g u l a t e im m u n e
r e s p o n s e b y w o r k i n g w i t h o t h e r t r a n s c r i p t i o n f a c t o r s s u c h a s a c t i v a t o r p r o t e i n 1 (A P - 1 ) [5 2 ] .
I n a d d i t i o n
,
w e i d e n t i fi e d t r a n s c r i p t i o n f a c t o r s a n d b i o l o g i c a l r e s p o n s e p a t t e r n s p r e d i c t i v e o f
t r a n s c r i p t i o n a l a c t i v a t i o n o f g e n e s i n v o lv e d i n in fl a m m a t o r y r e s p o n s e a n d c e l l u l a r p r o l i f e r a t i o n .
A r s e n i c - a s s o c i a t e d A P - 2 i s a k e y r e g u l a t o r o f a l l e r g i c a i r w a y i n fl a m m a t i o n i n m i c e [5 3 ] , a n d
h u m a n k e r a t i n o c y t e c e l l l i n e s h i t w i t h a r s e n a t e h a v e b e e n s h o w n t o a lt e r A P - 2 a c t i v i t y [5 4 ] .
H F H - 1, a l s o k n o w n a s f o r kh e a d b o x p r o t e i n Q l (F O X Q l ) , b e l o n g s t o t h e f o r k h e a d c l a s s o f
t r a n s c r i p t i o n f a c t o r s p l a y i n g c r i t i c a l r o l e s i n im m u n e c e l l d e v e l o p m e n t a n d f u n c t i o n , a n d H F H - 1
m a y p a r t i c u l a r l y m o d u l a t e n a t u r a l k i l l e r c e l l a n d m o n o c y t e a c t i v it y a n d d i f f e r e n t i a t i o n [5 5 ] .
C h r o m i u m - a s s o c i a t e d T F I I - I h a s a p r o n o u n c e d r o l e i n p r o m o t i o n o f c e l l u l a r p r o l i f e r a t i o n a n d
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d i v i s i o n [5 6 ] , a n d m e r c u r y - a s s o c i a t e d S T A T 4 i s i n v o l v e d i n d i f f e r e n t i a t i o n o f T h e l p e r c e l l 1
(T h l ) i n im m u n e s y s t e m r e s p o n s e [5 7 ] . W h i l e t h e s e t r a n s c r i p t i o n f a c t o r s w e r e l a r g e l y d i s t i n c t f o r
e a c h m e t a l - i n d u c e d g e n e s e t , t h e y a r e p r e d i c t i v e o f t r a n s c r i p t i o n a l a c t i v a t i o n o f g e n e s i n v o l v e d i n
c o m m o n i n f l a m m a t o r y r e s p o n s e s a n d c e l l p r o l i f e r a t i o n . T h e s e r e s p o n s e s a r e l i k e l y du e t o m e t a l
-
m e d i a t e d f o r m a t i o n o f r e a c t i v e o x y g e n s p e c i e s , w h i c h c a n l e a d t o D N A b a s e m o d i f i c a t i o n s ,
i n c r e a s e d l i p i d p e r o x i d a t i o n , d a m a g e t o p r o t e i n s / t i s s u e s , a n d c a n r e c r u i t i n f la m m a t o r y c e l l s t o
s i t e s o f i n j u r y [2 5] . Wh i l e t h e s p e c i fi c m e c h a n i s m s l e a d i n g t o o x i d a t i v e s t r e s s m a y d i f f e r f o r
a r s e n i c
,
c a d m iu m , c h r o m i u m , a n d m e r c u r y , m e t a l s c a n m o d u l a t e c o m m o n s i g n a l i n g p a th w a y s
r e l a t e d t o i mm u n e r e g u l a t i o n a n d s t r e s s r e s p o n s e , s u c h a s t h e n u c l e a r f a c t o r k a p p a b e t a (N F - k B )
a n d m i t o g e n - a c t i v a t e d p r o t e i n k i n a s e (M A P K ) p a th w a y s i n h u m a n s a n d a n im a l s [ 2 5 , 5 1] .
O u r r e s u l t s s h o w t h a t e x p o s u r e t o t h e s e m e t a l s i n d u c e s t h e e x p r e s s i o n o f u n i q u e g e n e s i n v o l v e d
i n a c o m m o n i n f l a m m a t o r y - r e s p o n s e p a t h w a y , t h e N F - k B p a t h w a y , i n c h i l d r e n . W h i l e p r e v i o u s
r e s e a r c h h a s s h o w n t h a t a r s e n i c - a s s o c i a t e d g e n e b i o m a r k e r s i n h u m a n p o p u l a t i o n s a r e a s s o c i a t e d
w i t h t h e N F - k B p a th w a y , t h e p r e s e n t s t u d y s h o w s t h a t N F - k B s i g n a l i n g i s a s s o c i a t e d w i t h f o u r
s e t s o f t h e m e t a l - a s s o c i a t e d g e n e b i o m a r k e r s .
T h e c o mm o n c e l l u l a r a n d i n fl a m m a t o r y f u n c t i o n s a s s o c i a t e d w i t h a l l f o u r m e t a l - a s s o c i a t e d g e n e
s e t s d e m o n s t r a t e t h a t N F - k B a c t i v a t i o n c o u l d i n t u r n m o d u l a t e g e n e s i n v o l v e d i n i n i t i a t i n g
im m u n e r e s p o n s e s . A m u l t i fu n c t i o n a l t r a n s c r ip t i o n f a c t o r a s s o c i a t e d w i t h a v a r i e t y o f d i s e a s e s ,
N F - k B i n c r e a s e s t h e e x p r e s s i o n o f c y t o k i n e s a n d i n f la m m a t i o n - r e l a t e d e n z y m e s i n c hr o n i c
i n f l a m m a t o r y d i s e a s e s [ 52 ] , a n d c h r o n i c i n f l a mm a t i o n i s k n o w n t o b e a k e y f a c t o r i n t u m o r
p r o g r e s s i o n i n c a n c e r [ 5 8 , 59 ] . R e v i e w s o f e p i d em i o l o g i c a l s t u d i e s h a v e s h o w n a s s o c i a t i o n s
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b e t w e e n c h r o n i c i n f l a m m a t i o n a n d t h e d e v e l o p m e n t o f g a s t r i c , c o l o n , a n d l i v e r c a r c i n o m a s [5 8 ] .
T h u s
,
c hr o n i c i n f l a m m a t i o n i n d u c e d b y m e t a l s c a n b e p a r t i c u l a r l y c o n c e r n i n g f o r c h i l d r e n a s
t h e y d e v e l o p a n d d e s e r v e s f u r t h e r s c r u t i n y . A d d i t i o n a l l y , b e c a u s e N F
- k B m o du l a t i o n a p p e a r s t o
b e a c o mm o n r e s p o n s e t o m e t a l e x p o s u r e i n t h i s c o h o r t o f c h i l d r e n , a lt e r a t i o n o f t h i s p a t h w a y
c o u l d b e a g l o b a l b i o m a r k e r o f e x p o s u r e t o t h e s e m e t a l s . E v e n a s N F - k B m o d u l a t i o n c o u l d
r e p r e s e n t a s t r e s s
- i n du c e d i n f l a m m a t o r y r e s p o n s e , i t s i d e n t i f i c a t i o n i s a p r im a r y s t e p i n a d e e p e r
u n d e r s t a n d i n g o f t h e b i o l o g i c a l e f f e c t s o f m e t a l e x p o s u r e .
3 0
5 . 0 C o n c l u s i o n
A r s e n i c
,
c a d m i u m
,
c h r o m i u m
,
a n d m e r c u r y a r e u b i q u i t o u s m e t a l s t h a t c a n h a v e a d v e r s e
d e v e l o p m e n t a l h e a lt h e f f e c t s . I n t hi s s t u dy , w e s t u d i e d g e n o m i c dy s r e g u l a t i o n i n c h i l d r e n w i t h
v a r i e d m e t a l e x p o s u r e i n D e t r o i t , M I a n d i d e n t i f i e d 2 2 9 g e n e s t h a t a r e d i f f e r e n t i a l l y e x p r e s s e d i n
c h i l d r e n . T h e m o du l a t e d g e n e s w e r e l a r g e l y d i s t i n c t f o r e a c h e x p o s u r e . W h i l e t h e i n d i v i d u a l
g e n e s w e r e d i s t i n c t , w e d e m o n s t r a t e d th a t a l l m e t a l - a s s o c i a t e d g e n e b i o m a r k e r s w e r e c o m m o n l y
a s s o c i a t e d w i t h t h e N F - k B p a t h w a y a n d r e l a t e d t o i n f l a m m a t i o n a n d c e l l u l a r p r o l i f e r a t i o n . T h e
c o m m o n th e m e o f in f l a m m a t i o n r e l a t e d t o m e t a l - a s s o c i a t e d g e n e s p r o v i d e s s t r o n g e v i d e n c e fo r
m e t a l - m e d i a t e d im m u n e r e s p o n s e . A d d i t i o n a l l y , m o d u l a t i o n o f t h e N F - k B p a t h w a y m a y b e a
g l o b a l r e s p o n s e t o m e t a l e x p o s u r e a n d t h e r e f o r e a p o t e n t i a l b i o m a r k e r o f e x p o s u r e i n t h e s e
c h i l d r e n . F u t u r e r e s e a r c h w i l l e x a m i n e p r o t e i n a c t i v i t y a s s o c i a t e d w i t h d i f f e r e n t i a l l y e x p r e s s e d
g e n e s f r o m m e t a l e x p o s u r e a n d th e g e n o m e - w i d e e f f e c t s o f i n t e r a c t i o n s b e t w e e n t h e s e m e t a l s i n
t h e m i x t u r e s c o n t e x t . I n a d d i t i o n
,
f o l l o w - u p s t u d i e s w i l l c o n f i r m th e a p p l i c a b i l i t y o f t h e s e
b i o m a r k e r s t o m e t a l - e x p o s e d p o p u l a t i o n s g l o b a l l y .
3 1
6 . 0 F u n d i n g
T h e r e s e a r c h d e s c r i b e d i n t h i s p a p e r w a s f u n d e d b y t h e U . S . E n v i r o n m e n t a l P r o t e c t i o n A g e n c y
a n d i n p a r t b y t h e N a t i o n a l I n s t i t u t e o f E n v i r o n m e n t a l H e a l t h S c i e n c e s (P 4 2 - E S0 0 5 9 4 8 , P 30 -
E S 0 10 12 6 ) . T h i s r e s e a r c h w a s a l s o s u bj e c t e d t o r e v i e w by t h e N a t i o n a l H e a l t h a n d
E n v i r o n m e n t a l E f f e c t s R e s e a r c h L a b o r a t o r y a n d a p p r o v e d f o r p u b l i c a t i o n . T h e f u n d e r s h a d n o
r o l e i n s t u d y d e s i g n , d a t a c o l l e c t i o n a n d a n a l y s i s , d e c i s i o n t o p u b l i s h , o r p r e p a r a t i o n o f t h e
m a n u s c r i p t . T h e w o r k w a s s u p p o r t e d b y E PA c o n t r a c t s (6 8 D 0 2 0 6 2 , E PD 0 7 10 9 , E P - D - 07 0 0 9 ,
a n d E P - D - 07 - 0 17 ) . A p p r o v a l d o e s n o t s i g n i f y t h a t t h e s e c o n t e n t s n e c e s s a r i l y r e f l e c t t h e v i e w s
a n d p o l i c i e s o f t h e A g e n c y n o r d o e s m e n t i o n o f t r a d e n a m e s o r c o m m e r c i a l p r o d u c t s c o n s t i t u t e
e n d o r s e m e n t o r r e c o m m e n d a t i o n f o r u s e .
3 2
7 . 0 R e f e r e n c e s
1. G a l l a gh e r J , H u d g e n s E , W i l l i a m s A , I n m o n J , R h o n e y S , e t a l . (2 0 1 1) M e c h a n i s t i c i n d i c a t o r s
o f c h i l dh o o d a s t h m a (M I C A ) s t u d y : p i l o t i n g a n i n t e g r a t i v e d e s i g n f o r e v a l u a t i n g
e n v i r o n m e n t a l h e a l t h . B M C P u b l i c H e a l t h 1 1: 3 4 4 .
2 . H e K (2 0 1 1) T r a c e e l e m e n t s i n n a i l s a s b i o m a r k e r s i n c l i n i c a l r e s e a r c h . E u r J C l i n I n v e s t 4 1 :
9 8 - 102 .
3 . A n d r e w A S , J e w e l l D A , M a s o n R A , Wh i t f i e l d M L , M o o r e J H , e t a l (2 0 0 8 ) D r i n k i n g - w a t e r
a r s e n i c e x p o s u r e m o d u l a t e s ge n e e x p r e s s i o n in h u m a n ly m p h o c y t e s fr o m a U . S .
p o p u l a t i o n . E n v i r o n H e a l t h Pe r s p e c t 1 16 : 5 2 4 - 5 3 1.
4 . B r im a E I , H a r i s P I , J e n k i n s R O , P o l y a D A , G a u l t A G , e t a l . (2 0 0 6) U n d e r s t a n d i n g a r s e n i c
m e t a b o l i s m t h r o u g h a c o m p a r a t i v e s t u d y o f a r s e n i c l e v e l s i n t h e u r i n e , h a i r a n d
fi n g e r n a i l s o f h e a l t h y v o l u n t e e r s fr o m th r e e u n e x p o s e d e t hn i c g r o u p s i n t h e U n i t e d
K i n g d o m . T o x i c o l A p p l Ph a rm a c o l 2 16 : 12 2
- 1 3 0 .
5 . F r y R C , N a v a s u m r i t P , V a l i a t h a n C , S v e n s s o n JP , H o g a n B J , e t a l . (2 0 0 7 ) A c t i v a t i o n o f
i n fl a m m a t i o n / N F - K B s i g n a l i n g i n i n f a n t s b o r n t o a r s e n i c - e x p o s e d m o t h e r s . PL o S G e n e t
3 : e 2 0 7 .
6 K a r a g a s M R , T o s t e s o n T D , B l u m J , K l a u e B , W e i s s JE , e t a l . (2 0 0 0 ) M e a s u r e m e n t o f l o w
l e v e l s o f a r s e n i c e x p o s u r e : a c o m p a r i s o n o f w a t e r a n d t o e n a i l c o n c e n t r a t i o n s . A m J
E p i d e m i o l 1 5 2 : 8 4 - 9 0 .
7 . M o J , X i a Y , W a d e T J , D e M a r i n i D M , D a v i d s o n M , e t a l . (2 0 1 1) A l t e r e d g e n e e x p r e s s i o n b y
l o w - d o s e a r s e n i c e x p o s u r e i n h u m a n s a n d c u l t u r e d c a r d i o m y o c y t e s : a s s e s s m e n t by r e a l ¬
t i m e P C R a r r a y s . I n t J E n v i r o n R e s P u b l i c H e a l t h 8 : 2 0 9 0 - 2 10 8 .
8 . S l o t n i c k M J , N r i a g u JO , J o hn s o n M M , L i n d e r A M , S a v o i e K L , e t a l (2 0 0 5) P r o fi l e s o f t r a c e
e l e m e n t s i n t o e n a i l s o f A r a b - A m e r i c a n s i n t h e D e t r o it a r e a , M i c h i g a n . B i o l T r a c e E l e m
R e s 10 7 : 1 13 - 12 6 .
9 . S l o t n i c k M J , N r i a g u J O (2 0 0 6 ) V a l i d i t y o f h u m a n n a i l s a s a b i o m a r k e r o f a r s e n i c a n d s e l e n iu m
e x p o s u r e : A r e v i e w . E n v i r o n R e s 10 2 : 12 5 - 13 9 .
10 . W i c k r e JB , F o l t CL , St u r u p S , K a r a g a s M R (2 0 04 ) E n v i r o n m e n t a l e x p o s u r e a n d fi n g e r n a i l
a n a l y s i s o f a r s e n i c a n d m e r c u r y i n c h i l dr e n a n d a du lt s i n a N i c a r a g u a n g o l d m i n i n g
c o m m u n i t y A r c h E n v i r o n H e a l t h 5 9 : 4 0 0 - 4 0 9 .
1 1 . W i l h e lm M , P e s c h B , W i t t s i e p e J , J a k u b i s P , M i s k o v i c P , e t a l . (2 0 0 5 ) C o m p a r i s o n o f a r s e n i c
l e v e l s i n fi n g e rn a i l s w i t h u r i n a r y A s s p e c i e s a s b i o m a r k e r s o f a r s e n i c e x p o s u r e i n
r e s i d e n t s l i v i n g c l o s e t o a c o a l - b u r n i n g p o w e r p l a n t i n P r i e v i d z a D i s t r i c t , S l o v a k i a . J
E x p o A n a l E n v i r o n E p i d e m i o l 1 5 : 8 9 - 9 8 .
12 . Su k u m a r A , Su b r a m a n i a n R (2 0 07 ) R e l a t i v e e l e m e n t l e v e l s i n t h e p a i r e d s a m p l e s o f s c a l p
h a i r a n d fi n g e r n a i l s o f p a t i e n t s f r o m N e w D e l h i . Sc i T o t a l E n v i r o n 3 7 2 : 4 7 4 - 4 7 9 .
1 3 . G i b b H
,
H a v e r C
,
K o z l o v K
,
C e n t e n o JA , J u r g e n s o n V , e t a l . (2 0 1 1) B i o m a r k e r s o f m e r c u r y
e x p o s u r e i n t w o e a s t e r n U k r a i n e c i t i e s . J O c c u p E n v i r o n H y g 8 : 1 87 - 1 9 3
14 . M o r t o n J
,
M a s o n H J
,
R i t c h i e K A
,
Wh i t e M (2 0 0 4 ) C o m p a r i s o n o f h a i r , n a i l s a n d u r i n e f o r
b i o l o g i c a l m o n i t o r i n g o f l o w l e v e l i n o r g a n i c m e r c u r y e x p o s u r e i n d e n t a l w o r k e r s .
B i o m a r k e r s 9 : 4 7 - 5 5 .
1 5 . P a l l o t t i G
,
B e n c i v e n g a B , Si m o n e t t i T ( 19 7 9) T o t a l m e r c u r y l e v e l s i n w h o l e b l o o d , h a i r a n d
fi n g e r n a i l s f o r a p o p u l a t i o n g r o u p fr o m R o m e a n d i t s s u r r o u n d i n g s . S c i T o t a l E n v i r o n 1 1 :
6 9 - 7 2 .
3 3
1 6 . K i m M
,
K im K (2 0 1 1) B i o m o n it o r i n g o f l e a d a n d c a d m i u m i n t h e h a i r a n d f i n g e r n a i l s o f
e l d e r ly K o r e a n s u bj e c t s . B i o l o g i c a l t r a c e e l e m e n t r e s e a r c h 14 3 : 7 9 4 - 8 0 2 .
1 7 . M e n e z e s M A B C
,
M a i a E CP
,
A l b i n a t i C C B
,
Sa b i n o C V S
,
B a t i s t a JR ( 2 0 0 4 ) H o w s u i t a b l e a r e
s c a l p h a i r a n d t o e n a i l a s b i o m o n i t o r s ? J R a d i o a n a l N u c l C h 2 5 9 : 8 1
- 8 6 .
1 8 . A T SD R (2 0 0 7 ) T o x i c o l o g i c a l P r o f i l e f o r A r s e n i c (U p d a t e ) . I n : U . S . D e p a r t m e n t o f H e a l t h
a n d H u m a n Se r v i c e s P H S , e d i t o r A t l a n t a , G A .
1 9 . A T SD R (2 0 0 8 ) T o x i c o l o g i c a l P r o fi l e f o r C a dm i u m . I n : U . S D e p a r tm e n t o f H e a l t h a n d
H u m a n Se r v i c e P H S , e d i t o r . A t l a n t a , G A .
2 0 . A T SD R (2 0 0 8 ) T o x i c o l o g i c a l P r o fi l e f o r Ch r o m i u m . I n : U . S . D e p a r t m e n t o f H e a l t h a n d
H u m a n Se r v i c e P H S
,
e d i t o r . A t l a n t a , G A .
2 1 . A T SD R ( 19 9 9 ) T o x i c o l o g i c a l P r o fi l e f o r M e r c u r y I n : U . S . D e p a r t m e n t o f H e a l t h a n d H u m a n
Se r v i c e P H S
,
e d i t o r . A t l a n t a
,
G A : U . S . D e p a r tm e n t o f H e a l t h a n d H u m a n Se r v i c e .
2 2 . U . S . E P A (2 0 0 6) T h e M a s t e r L i s t o f C o m p o u n d s E m i t t e d b y M o b i l e S o u r c e s - 2 0 0 6 .
W a s h i n g t o n , D . C . : U . S . E n v i r o n m e n t a l P r o t e c t i o n A g e n c y .
2 3 . l A R C W o r k i n g G r o u p o n t h e E v l a u a t i o n o f C a r c i n o g e n i c R i s k s t o H u m a n s (2 0 1 1) I A R C
M o n o g r a p h s o n t h e E v a l u a t i o n o f C a r c i n o g e n i c R i s k s t o H u m a n s A R e v i e w o f H u m a n
C a r c i n o g e n s P a r t C : A r s e n i c , M e t a l s , F i b r e s , a n d D u s t s . L y o n , F r a n c e : W o r l d H e a l t h
O r g a n i z a t i o n , I n t e r n a t i o n a l A g e n c y f o r R e s e a r c h o n C a n c e r . 1 - 4 9 9 . p .
2 4 . Ja r u p L (2 0 0 3 ) H a z a r d s o f h e a v y m e t a l c o n t a m i n a t i o n . B r M e d B u l l 6 8 : 16 7 - 182 .
2 5 . V a l k o M
,
M o r r i s H
,
C r o n i n M T (2 0 0 5) M e t a l s , t o x i c i t y a n d o x i d a t i v e s t r e s s . C u r r M e d Ch e m
12 : 1 16 1- 12 0 8 .
2 6 . A r g o s M , K i b r i y a M G , P a r v e z F , J a s m i n e F , R a k i b u z - Z a m a n M , e t a l . (2 0 0 6 ) G e n e
e x p r e s s i o n p r o fi l e s i n p e r ip h e r a l l y m p h o c y t e s b y a r s e n i c e x p o s u r e a n d s k i n l e s i o n s t a t u s
i n a B a n g l a d e s h i p o p u l a t i o n C a n c e r E p i d e m i o l B i o m a r k e r s P r e v 15 : 13 6 7 - 13 7 5 .
2 7 S t a m o v a B
,
G r e e n P G
,
T i a n Y
,
H e r t z - P i c c i o t t o I
,
P e s s a h I N
,
e t a l . (2 0 1 1) C o r r e l a t i o n s
b e t w e e n g e n e e x p r e s s i o n a n d m e r c u r y l e v e l s i n b l o o d o f b o y s w i t h a n d w i th o u t a u t i s m .
N e u r o t o x R e s 1 9 : 3 1 - 4 8 .
2 8 . W i l l i a m s R
,
R e a A
,
V e t t e A
,
C r o gh a n C , W h i t a k e r D , e t a l . (2 0 0 9) T h e d e s i g n a n d fi e l d
im p l e m e n t a t i o n o f t h e D e t r o i t E x p o s u r e a n d A e r o s o l R e s e a r c h S t u d y . J E x p o Sc i E n v
E p i d 19 : 64 3 - 6 5 9 .
2 9 . W i l l i a m s A H , G a l l a g h e r JE , H u d g e n s E , J o hn s o n M M , M u k e r j e e S , e t a l . E P A O b s e r v a t i o n a l
St u d i e s o f C h i l d r e n ' s R e s p i r a t o r y H e a l t h i n t h e D e t r o i t a n d D e a r b o r n , M i c h i g a n ; 2 0 0 9 .
3 0 . U . S . E P A (19 9 6 ) M e t h o d 3 0 5 0 B A c i d D i g e s t i o n o f S e d im e n t s , S l u d g e s , a n d So i l s .
W a s h i n g t o n , D . C . : U . S E n v i r o n m e n t a l P r o t e c t i o n A g e n c y .
3 1 . N i e L
,
C h u H
,
L i u C
,
C o l e S R
,
V e x l e r A
,
e t a l . (2 0 1 0) L i n e a r r e g r e s s i o n w i t h a n i n d e p e n d e n t
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